PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PEDIATRIA E SAUDE DA CRIANCA

MARCELO COMERLATO SCOTTA

Associacdo dos niveis de interferon com a gravidade da infec¢éo por influenza em

pacientes pediatricos.

Orientadora: Profa. Dra. Rita Mattiello

Porto Alegre,
2016



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PEDIATRIA E SAUDE DA CRIANCA

Associacdo dos niveis de interferon com a gravidade da infeccéo por influenza em
pacientes pediatricos.

Autor: Marcelo Comerlato Scotta

Orientadora: Profa. Dra. Rita Mattiello

Porto Alegre
2016




MARCELO COMERLATO SCOTTA

Associacdo dos niveis de interferon com a gravidade da infeccéo por influenza em
pacientes pediatricos.

Tese apresentada como requisito para a obtengdo
do grau de Doutor pelo Programa de Pos-
Graduagdo em Pediatria e Saude da Crianga da
Faculdade de Medicina da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Orientadora: Profa. Dra. Rita Mattiello

Porto Alegre

2016




S431a Scotta, Marcelo Comerlato

Associagao dos niveis de interferon com a gravidade da
infeccao por influenza em pacientes pediatricos / Marcelo
Comerlato Scotta . — 2016.

77 f.

Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagido em
Medicina/Pediatria e Saude da Crianga, PUCRS.

Orientadora: Profa. Dra. Rita Mattiello.

1. influenza humana. 2. interferons. 3. imunidade inata. 4. crianga.
5. lactente. I. Mattiello, Rita. II. Titulo.




l FAMED Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
] ‘ FACULDADE DE MEDICINA
PUCRS POS-GRADUACAO EM PEDIATRIA E SAUDE DA CRIANGA

ATA DE DEFESA DE TESE N° 063-P

Ao vigésimo nono dia do més de agosto do ano de dois mil e dezesseis, no Programa de Pos-
graduacdo em Medicina/Pediatria e Saude da Crianga (Doutorado) da Pontificia Universidade
Catélica do Rio Grande do Sul o doutorando Marcelo Comerlato Scotta apresentou a Tese
de Doutorado intitulada “Associa¢iio dos niveis de interferon com a gravidade da
infeccdo por influenza em pacientes pediatricos”, sob a orientagio da Professora
Doutora Rita Mattiello, em sessdo publica, na Sala de Aula do IPB, 2° andar do Hospital Sao
Lucas da PUCRS. A Comisséo Examinadora foi presidida pela Professora Doutora Rita Mattiello
e constituida pelos Professores: Dr. Marco Aurélio Palazzi Safadi, Dr. Luiz Carlos Rodrigues
Junior e Dra. Eleonor Gastal Lago. A sessdo foi aberta pela Professora Doutora Rita Mattiello,
Orientadora do Programa de P6s-Graduagdo em Medicina/Pediatria e Saude da Crianga, que
saudou aos presentes e, inicialmente, deu ao doutorando as orientagdes sobre o processo de defesa
de tese concedendo-lhe cinquenta minutos para expor o trabalho. Apds a exposi¢do, o doutorando
foi arguido pelos componentes da Comissdo Examinadora, respondendo a cada examinador.
Encerrada a argui¢do os examinadores consideraram o candidato APROVADO. A presidente da
banca comunicou a aprova¢@o do doutorando, encerrando a sessdo publica de apresentagdo para
constar, lavrou-se esta ata que serad assinada pelos integrantes da Comissdo Examinadora, pelo
professor orientador, pelo Coordenador do Programa de Pés-graduagdo em Medicina/Pediatria e
Satde da Crianga, pelo doutorando e por mim, Carla Carmo de Melo Rothmann, secretéria que a
redigi.

Porto Alegre, 29 de agosto de 2016.

Aﬂé A pta @@
Prlg"./f)r. Marco Aurélio Palazzi Safadi Prof. W[os Rodrigues Junior

Profa. Dra. Eleonor Gastal Lago Profa. Dra. Rita Mattiello

Orientadora
/ / v
P o/ A
Prof. Dr. Renato Tetelbom Stein Marcelc%iomerlato Sc&t!ia
Coordenador utorando

(A

Sr*. Carla ?xﬁo de Melo Rothmann
ecretaria

Campus Central

Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 2° andar
MRS CEP 90610-000 - Porto Alegre - RS - Brasil

Fone/Fax: (51) 33203350

E-mail: pediatria-pg@pucrs.br
www.pucrs.br/medicina




Dedicatéria

Aos meus pais, que sempre priorizaram a minha educacéo e me estimularam a

despertar minha curiosidade e minha paixao pelo conhecimento.

A minha esposa Amanda, pela parceria de todas as horas e compreensao nos momentos

de dedicacéo ao estudo.

Aos professores Rita Mattiello e Renato Tetelbom Stein, tanto pela orientagéo quanto
pelo convite para realizagcdo do doutorado na PUCRS que originou grandes
oportunidades profissionais na assisténcia, na docéncia médica e em realizagédo de

pesquisa em alto nivel.




AGRADECIMENTOS
A professora Rita Mattiello, pelos ensinamentos e orientacdo neste trabalho.

Aos pacientes e suas familias, pois sem seu consentimento esta pesquisa ndo seria

possivel.

Ao professor Fernando P. Polack, por ter auxiliado com esta valiosa ideia de

pesquisa.

Aos professores do Programa de Pds-Graduagdo em Pediatria e Satde da Crianca
da PUCRS Renato Tetelbom Stein, Leonardo Araujo Pinto, Marcus Herbert Jones, Paulo
Marcio Condessa Pitrez, Barbara Nery Porto e Ana Paula Duarte de Souza pelo valioso

auxilio na realizacdo do estudo.

A chefia do Servico de Pediatria, professor Pedro Celiny Ramos Garcia, por

autorizar a realizacdo desta pesquisa no Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Aos colegas de Pos-Graduacdo e do Instituto de Pesquisa Biomeédicas Denise
Greff, Suelen Goecks de Oliveira, Angela de Moura, Patricia Dias de Araujo, Geovana
R. Estorgato e Krist Helen Antunes Fernandes pelo auxilio na coleta e anélise dos dados.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS)

pela bolsa de doutorado e pelo financiamento do estudo.

A Carla Rothmann, por todos os esclarecimentos durante o doutorado e

formatacdo da tese.




“Se consegui ver

mais longe, foi

porque estive

apoiado em ombros

de gigantes”.

Isaac Newton,

Fisico e matematico inglés que, assim
como eu, descobriu que pesquisa
cientifica ndo se faz sem grandes
parceiros.




RESUMO

Introducéo/objetivo: Interferon tipo | exerce um papel central na resposta imune inata
contra a infec¢do por influenza de acordo com dados experimentais. Evidéncias em
humanos ainda sdo incipientes e a caracterizacdo da resposta do interferon pode auxiliar
na estratificacdo de risco. Nosso objetivo € comparar os niveis de interferon-o em
secrecOes respiratorias entre pacientes hospitalizados e ambulatoriais com infeccédo por

influenza confirmada laboratorialmente.

Métodos: Foram incluidos prospectivamente pacientes com idade inferior a cinco anos
com sindrome gripal atendidos no hospital com menos de 72 horas do inicio do quadro
clinico. Dados clinicos e demograficos, além de secrecOes respiratorias através de lavado
nasal foram coletados. A infeccdo por influenza foi confirmada por Reverse-
Transcription Polymerase Chain Reaction. Niveis respiratorios de interferon-a foram
aferidos por ELISA. Os pacientes incluidos, inclusive os ndo hospitalizados, foram
seguidos até o final do quadro clinico. Pacientes com infeccdo por influenza descartada

foram utilizados como grupo controle.

Resultados: Vinte e quatro pacientes com infec¢do por influenza confirmada foram
incluidos, cinco destes hospitalizados. Os subtipos A(H3N2) e B foram confirmados em
dez e quatorze pacientes, respectivamente. Setenta e seis pacientes sem influenza, 39
desses hospitalizados, foram utilizados como controles. A idade inferior a seis meses foi
significativamente mais frequente nos pacientes hospitalizados, com ou sem influenza
(59% vs 23.2%, p<0.01). Todas as outras varidveis clinicas e demogréaficas foram
semelhantes entre os grupos. Os niveis de interferon-a foram significativamente maiores
em criangas com influenza ndo hospitalizadas em comparagdo com criangas
hospitalizadas com influenza e com os controles hospitalizados e ndo hospitalizados
(p<0.001). A mediana em pg/ml (amplitude interquartil) foi 263.2 (58.3-634), 0 (0-49), 0
(0-2.6) e 0 (0-19.4) nos quatro grupos acima, respectivamente.

Concluséo: Os niveis mais baixos de interferon-o nos pacientes com quadros mais graves
de influenza reforcam evidéncias experimentais sobre o papel protetor do interferon na

infeccdo por esse virus.

Palavras-chaves: influenza humana, interferons, imunidade inata, crianca, lactente.




ABSTRACT

Background/Aim: According to experimental data, interferon type I has a key role in
innate immune response against influenza infection. Studies on humans are still scarce
and the characterization of interferon response in children may help to identify patients
at risk. Our aim is to compare respiratory levels of interferon-a and influenza disease

severity in pediatric patients.

Methods: Children aged less than five years of age with influenza-like illness seeking
pediatric care within the first 72 hours of disease onset were prospectively included.
Clinical and demographic data and respiratory secretions through nasal wash were
obtained. Influenza infection was confirmed with Reverse-Transcription Polymerase
Chain Reaction and respiratory levels of interferon-o were measured by ELISA. Enrolled
individuals were followed until the end of disease. Patients whose influenza infection was

excluded were used as control group.

Results: Twenty four patients with confirmed influenza infection were included, five of
them requiring hospitalization. Subtypes A(H3N2) and B were confirmed in ten and
fourteen patients, respectively. Seventy-six patients without influenza, 39 of them
hospitalized, were included as controls. Age younger than 6 months was significantly
more frequent in individuals from both hospitalized groups compared to outpatients (59%
vs 23.2%, p<0.01). All other clinical and demographical data were similar among groups.
Median levels of interferon-o were significantly higher in outpatients with influenza than
both inpatients with influenza and patient without influenza, hospitalized or not
(p<0.001). Median in pg/ml (interquartile amplitude) were 263.2 (58.3-634), 0 (0-49), 0
(0-2.6) and 0 (0-19.4) in four groups above, respectively.

Conclusion: Lower levels of interferon-a in patients with more severe influenza reinforce

experimental evidence about its protective role in influenza infection severity.

Keywords: human influenza, interferons, innate immunity, child, infant.
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Virus Influenza

O virus influenza pertence a familia Orthomyxoviridae. Medindo 80 a 120 nm de
diametro, apresenta fita Unica de acido ribonucleico (RNA), contendo oito segmentos,
estes com capacidade de replicacdo semiautdbnoma e rearranjos aleatorios. Possui trés
principais tipos antigénicos — A, B e C — com mdltiplos subtipos, destacando-se o tipo A,
0 mais virulento. Para os tipos A e B, as duas glicoproteinas de membrana que tém
importancia antigénica sdo a Hemaglutinina (HA) e a Neuraminidase (NA). Esses
antigenos sdo especificos para cada subtipo e variaveis, sendo utilizados para classificar
0s subtipos. Anticorpos anti-HA neutralizam a replicagdo viral e sdo os principais
marcadores de imunidade em humanos. Trés principais tipos de HA s&o frequentes nos
virus influenza A patogénicos em humanos — H1, H2 e H3 — e dois de NA — N1 e N2 -
embora outros tipos dessas glicoproteinas possam eventualmente ter importancia clinica
(1, 2).

As variacOes da HA e da NA sdo a base para as mudancas antigénicas menores
(antigenic drift) e maiores (antigenic shift). O antigenic drift ocorre nos virus influenza
A e B e corresponde a mudanca pequena em uma ou duas das glicoproteinas que nédo
chega a modificar o subtipo, sendo associado as pequenas variacdes antigénicas que
ocorrem anualmente. O antigenic shift ocorre apenas no tipo A, sendo relacionado com
mudanca antigénica mais radical, geralmente resultado de rearranjo genético de HA ou
NA entre influenza humano e de animais e nao apenas de mutacdes pontuais. Este é o
mecanismo associado ao surgimento de epidemias e pandemias, pois da origem a um
subtipo novo ndo reconhecido pelo sistema imunolégico humano. O virus influenza A
apresenta a maior variedade de hospedeiros animais, e alguns destes, especialmente
suinos e aves, acabam sendo verdadeiros reservatorios de virus com potenciais de causar

pandemias em humanos (3).
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1.1.2 Epidemiologia

O virus influenza é o principal causador da sindrome gripal (SG) em todas as
faixas etérias. Apresenta trés subtipos predominantes: influenza A(H3N2), também
conhecido como influenza sazonal, influenza A(HLN1)pdmOQ9, oriundo de um rearranjo
genético e causador da pandemia de 2009-2010 e influenza B, basicamente com as
linhagens antigénicas Victoria e Yamagata (4-6). Apresenta importante impacto na
populacdo pediatrica, especialmente em menores de 5 anos, com estimativa de 90 milhdes
de episddios, 1 a 2 milhdes de infec¢des respiratdrias graves e 278000 dbitos anualmente,
com mortalidade entre 0,21 a 0,88/100000, sendo a maioria dos Obitos em paises em

desenvolvimento (6, 7).

No Brasil, houve predominio do subtipo influenza A(HLN1)pdmQ9 apds o inicio
da pandemia em 2009-2010. ApoOs esse periodo, os subtipos A(H3N2) e B
progressivamente voltaram a predominar até 2015, conforme ilustrado por dados
coletados de unidades sentinelas de SG demonstrados na Figura 1 (8). Entretanto, em
2016 o subtipo influenza A(H1N1)pdmO09 voltou a predominar, com pico de deteccdo

entre a 12%e a 14%semana epidemiologica, conforme Figura 2 (9).
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Figura 1. Distribuicao dos virus respiratérios identificados nas unidades sentinelas de Sindrome Gripal por
semana epidemiolodgica de inicio dos sintomas. Fonte: Secretaria de Vigilancia em Salde —
Ministério da Saude, dados atualizados em 29/02/2016 e acessados em 02/07/2016.
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Figura 2. Distribuicéo dos virus respiratdrios identificados nas unidades sentinelas de Sindrome Gripal por
semana epidemioldgica de inicio dos sintomas. Fonte: Secretaria de Vigilancia em Salde —
Ministério da Salde, dados atualizados em 03/08/2016 e acessados em 16/08/2016.

No Rio Grande do Sul, com dados de vigilancia realizada com base em sindrome
respiratoria aguda grave, durante o ano de 2015 houve um menor nimero de casos que
nos anos anteriores no mesmo periodo do ano, com 88 casos e 9 obitos, com predominio
do subtipo A(H3N2), conforme Tabela 1 (10). Semelhante ao ocorrido no restante do
pais, houve um aumento do numero de casos em 2016, com predominio do subtipo
A(H1IN1)pdmO09, ilustrado na Tabela 2 (11).

Tabela 1 - Comparacédo dos casos confirmados de sindrome respiratoria aguda grave
por influenza, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas, no mesmo periodo de
2014 e 2015 no Rio Grande do Sul.

Ti btipo d

‘o @ sufitipo ce SE 52_2015 SE 52_2014
Influenza = =

Casos Obitos Casos Obitos

Influenza & (H1N1) 1 29 12
Influenza & (H3N2) 51 6 143 13
Influenza B 27 2 17
Influenza A o 9 1 1
subtipado
TOTAL 88 9 189 25

Fonte: Boletim de Vigilancia em Influenza/RS — Semana epidemioldgica 52/2015 (até 02/01/2016),
acessado em 02/07/2016.
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Tabela 2 - Tabela do nimero de casos e 6bitos segundo a classificacao final dos casos
de sindrome respiratoria aguda grave e virus respiratorio identificado, em 2016, no Rio

Grande do Sul.
Classificagdo final CASOS OBITOS
Influenza 1216 191
Influenza A (HIN1) 1096 177
Influenza A (H3N2) 2 0
Influenza A ndo subtipado 118 14
Influenza B ] 0
outros virus 715 9
Virus sincicial respiratdrio 668 g
(VSR)
Adenowvirus 20
Parainfluenza 27 1
Sem identificagdo viral 2287 266
Outro agente etioldgico 3 2
Em investigacdo 178 1
Notificados 4399 469

Fonte: Boletim de Vigilancia em Influenza/RS — Semana epidemioldgica 32/2016 (até 11/08/2016),
acessado em 16/08/2016.

1.1.3 Patogénese

A patogénese da infec¢do por influenza consiste em uma interacdo complexa entre
a resposta imune do hospedeiro e fatores associados ao virus. A infec¢do induz a ativacao
tanto da resposta imune inata quanto da resposta adaptativa do hospedeiro. A imunidade
especifica inclui células de memoéria T CD4* e CD8*, células B de memdria de longa
duracdo e producdo de anticorpos especificos anti-HA. Evidéncias em estudos
experimentais indicam que a secrecdo do interferon, especialmente o tipo | (alfa e beta) e
tipo Il (lambda), tem um papel fundamental na resposta imunolégica inata contra o virus
influenza na via aérea, inibindo a replicacdo viral e permitindo o inicio de resposta imune
especifica. Em modelos animais, a producéo deficiente de interferon tipo I e 1l aumenta

a gravidade da infecgéo por influenza (1, 12-14).

A producéo de interferon é estimulada pelo reconhecimento da presenca dos
acidos nucleicos virais pelas células humanas. Entre os dois principais sensores celulares
para detec¢do do RNA viral estdao os “Toll-like receptors” (TLR) e o “Retinoic Inducible
Gene-I” (RIG-I) (12). Os TLRs sdo responsaveis pela deteccdo do material genético viral

no endossomo. Para detecgdo dos virus influenza o TLR3 e o TLR7/8 s&o particularmente
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importantes (15, 16). O RIG-1 e outros dois membros da mesma familia chamada RIG-I-
like (MDA-5 e LGP2) detectam o RNA viral no citoplasma e sdo considerados 0s
principais sensores que levam a producéo do interferon (17, 18). Embora algumas células
sejam especializadas em fagocitar e detectar antigenos virais, como macréfagos, células
dendriticas e linfécitos B, as principais células indutoras de interferon séo as préprias
células epiteliais infectadas (12). O interferon tipo | liga-se aos receptores IFNAR, o que
ativa a via sinalizadora JAK-STAT e induz a estimulacao transcripcional dos “Interferon
Stimulated Genes” (ISG), que por sua vez inibem a replicacédo viral. Existem centenas de
genes induzidos pelo interferon, sendo os mais caracterizados os IFITMs, Mx, OAS,
ISG15 e PKR, entre outros (12, 19).

Alguns fatores virais podem auxiliar o virus influenza a restringir a resposta imune
inata. A codificacdo da proteina ndo estrutural tipo 1 (NS1) ajuda a evitar o
reconhecimento pelos TLRs e RIG-1, além de inibir etapas posteriores como a expressao
dos ISGs, possuindo um papel central no antagonismo ao interferon (20). Mutacdes nos
genes virais codificadores de NS1 podem, consequentemente, aumentar ou atenuar a
viruléncia da cepa (21). Outras proteinas virais como PB1-F2, PB2 e M2 também tém

sido associadas a inibicdo da producéo do interferon (22-24).

O conhecimento a respeito da patogénese do virus influenza B ainda é mais
limitado, apesar de estimar-se que a resposta imune inata seja semelhante em linhas gerais
(12, 13). Entretanto, ha evidéncias de que o virus influenza B induza a producéo de
interferon mais precocemente ao entrar na célula e de maior intensidade, provavelmente
por menor evolucdo adaptativa (25-27). A proteina NS1 desse virus também néo inibe a
expressdo génica geral, tendo ligacdo mais especifica pelo ISG15, o que pode explicar o
seu mais restrito nimero de hospedeiros (12, 28).

Embora numerosas evidéncias experimentais fundamentem o0s conceitos
descritos, estudos em seres humanos ainda sdo incipientes, quase todos abordando a
infecgdo pelo virus influenza A (13). Alguns autores relacionam maior intensidade da
resposta imune inata a gravidade da infeccéo por influenza em criangas. Entretanto, este
achado ndo é consistente (29, 30). A maioria das evidéncias em humanos aponta para a
producdo deficiente de interferon como fator de risco para maior gravidade da infecgdo.
Duas recentes meta-analises, incluindo estudos em pacientes asiaticos e europeus,

associaram a gravidade da infeccdo por influenza A a presenca de polimorfismos do gene
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IFITM3 (SNP rs12252-C) e a consequente resposta inata ineficiente (31, 32). Estudos em
linfécitos e monacitos de sangue periférico de gestantes e de idosos sugerem que 0s niveis
de interferon do tipo | sejam produzidos em menores quantidades nesses individuos,
podendo contribuir para maior gravidade nesses grupos (33, 34). Em virtude da funcao
autocrina e paracrina do interferon, os niveis respiratdrios tendem a ser mais alterados no
sitio infeccioso, embora 0s niveis na via aérea inferior e superior possam ndo ter
correlacdo direta. Existem achados indicando de que os niveis séricos ndo se
correlacionam com 0s niveis respiratérios em humanos (29). Ha& evidéncia de que
lactentes amamentados com leite materno tenham maiores niveis de interferon nas
secre¢des de trato respiratorio superior em estudo realizado pelo Centro Infant de Buenos
Aires (35). Em outro estudo ainda ndo publicado realizado pelo mesmo grupo, o
interferon também foi dosado em secrecGes nasais de 61 criancas com idade inferior a 1
ano. O estudo evidenciou niveis significativamente menores de interferon o ¢ y em
criancas com influenza A(H1N1)pdmQ9 e insuficiéncia respiratoria comparadas com

criangas sem necessidade de oxigenioterapia.

1.1.4 Quadro clinico

Os sintomas normalmente causados pelo virus influenza incluem febre, tosse,
coriza, obstrucdo nasal, dor de garganta, cefaleia, mialgia e sintomas gastrointestinais
como diarreia, dor abdominal e vomitos, a chamada SG ou “Influenza-like illness” (36,
37). No entanto, estima-se que uma proporcao importante de pacientes apresente infecgdo
assintomatica ou oligossintomatica (38). O virus influenza caracteriza-se por causar
complicacdes em diversos 6rgaos e sistemas, sendo as complicagdes respiratdrias as mais
prevalentes e temidas. O virus influenza pode causar insuficiéncia respiratoria por

pneumonia viral ou por pneumonia bacteriana secundaria (39).

Contudo, € importante ressaltar que todos os sinais e sintomas descritos acima tem
especificidade limitada para diagndstico diferencial entre os diversos subtipos de

influenza. Em estudos realizados comparando os subtipos de influenza em pacientes
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pediatricos, 0s sinais e 0s sintomas ndo sdo Uteis para a diferenciacdo entre os agentes
(39-41).

Hé evidéncias de que o quadro clinico também ndo auxilia a diferenciacéo entre o
influenza e outros virus respiratérios em adultos e criancas investigados com Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) (42, 43). Autores que compararam
o percentual de pacientes com sindrome classificada como “Influenza-like” com pacientes
que ndo se enquadravam na sindrome ndo encontraram diferenca estatisticamente
significativa para nenhum dos virus testados (44). Em outro estudo, 15,9% dos pacientes
com 0-2 anos de idade definidos clinicamente como caso suspeito de infeccédo pelo novo

subtipo de influenza estavam infectados por rinovirus (45).

Os exames laboratoriais, como alteragdes no hemograma, também possuem
utilidade limitada para o diagndstico diferencial. A linfopenia foi descrita como marcador
de infeccdo por influenza A(H1IN1)pdm09 em criangas com diagnostico confirmado
comparados com grupo de sintomas semelhantes, mas com RT-PCR negativo para 0 novo

virus. Entretanto, este achado ndo tem valor prognostico (46).

1.1.5 Testes diagnosticos

O teste RT-PCR em secrecOes respiratdrias € o exame laboratorial de maior
acuracia para o diagnostico do virus influenza utilizado na préatica clinica. Em estudo
comparando multiplos testes diagnésticos no inicio da pandemia de influenza
A(HIN1)pdm09 em Nova lorque, Estados Unidos da América, a sensibilidade, a
especificidade, os valores preditivos positivo e negativo do RT-PCR em secre¢des
respiratdrias foram, respectivamente, 97,8%, 100%, 100% e 97,3% (47). Entretanto, esse
teste ndo esta amplamente disponivel na maioria das ocasifes para 0 médico que presta
atendimento a pacientes agudos. Mesmo nos locais onde ha disponibilidade, o resultado

geralmente ndo € liberado no mesmo dia da coleta.

O exame diagnostico mais disponivel nos hospitais brasileiros € a
Imunofluorescéncia Direta (IFD) em secre¢des respiratorias. As maiores limitacoes deste

teste sdo a impossibilidade de diferenciacdo dos subtipos de influenza A ou B e,
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principalmente, a falta de sensibilidade, cujo percentual nos estudos situa-se entre 50-
75% (47, 48). E importante ressaltar que a IFD também tem limitacdes em relacdo aos
demais virus, apresentando sensibilidade maior que 90% apenas para 0s virus sincicial
respiratdrio e parainfluenza 3, alcancando desempenho em torno de 70% para os demais
(48). QOutro fator que, associado a falta de sensibilidade do teste, dificulta 0 manejo clinico
das infec¢des por influenza é a prevaléncia nada desprezivel de coinfec¢es virais, chegou
a quase 20% em alguns estudos na populagéo pediatrica hospitalizada durante a pandemia
de influenza A(HLN1) em 2009 (49). Portanto, o resultado positivo para outro agente
viral na IFD ndo descarta a coinfec¢do com influenza, assim como o resultado positivo

para influenza A ndo descarta a presenca de outra infeccéo viral associada.

Outra ferramenta que tem o desempenho muito estudado para detecgdo do virus
influenza nos ultimos anos sdo os testes rapidos por método imunocromatografico em
secrecOes respiratorias, cujo resultado € obtido em 15 a 30 minutos. Em meta-analise
realizada analisando 159 estudos com 26 tipos diferentes de testes rapidos, sendo mais de
30% destes estudos com influenza, a principal limitagdo desses testes foi a falta de
sensibilidade, cerca de 60%, sendo discretamente maior — cerca de 65% - em pacientes

pediatricos e em infec¢bes por influenza A (50).

1.1.6 Fatores progndsticos

Muitos estudos investigaram fatores de risco para evolucdo desfavoravel na
infeccdo por influenza em criancas. Entre os fatores associados a um pior progndstico, a
presenca de doencas crdnicas € um achado comum a maioria dos levantamentos, com
especial destague ao retardo de desenvolvimento neuropsicomotor, pneumopatias e
cardiopatias cronicas, que em algumas casuisticas séo fatores de risco mesmo se incluidos
nos modelos multivariaveis separadamente das outras doencas cronicas (49, 51-55). Em
estudo retrospectivo realizado em Porto Alegre para avaliar os fatores de risco para
gravidade da infeccdo por influenza A(H1IN1)pdmO09 durante a pandemia de 2009, a

presenca de comorbidades e a deteccdo de dois ou mais virus simultaneamente foram
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associada a maior risco de necessidade de ventilacdo mecanica. Além disso, 10 entre 0s

11 o6bitos ocorreram em criancas com comorbidades (56).

Outros fatores j& foram relacionados ao pior desfecho na infecgdo por influenza,
porém n&o associados de forma téo consistente. Embora a idade inferior a 2 anos seja
associada a maior risco de hospitalizacdo, alguns autores encontraram a idade maior
associada a um pior desfecho durante a pandemia de 2009. Este achado pode ser associado
ao comportamento inicial de uma pandemia com um grande nimero de suscetiveis que
em exposi¢des subsequentes a0 mesmo agente j& estariam imunizados, deslocando o

maior nimero de pacientes suscetiveis para as faixas etarias menores (57, 58).

O papel da infeccao simultanea ou sequencial por dois ou mais agentes virais em
relacdo a gravidade do quadro clinico pelo virus influenza ainda ndo é bem compreendido.
A presenca de co-detecgdo viral também foi descrita como fator associado a piores
desfechos (56, 59). Entretanto, uma meta-analise realizada recentemente ndo encontrou

uma associacao da co-detec¢ao de virus respiratério com maior gravidade (60).

Apesar de serem classicamente associadas a complicacbes das infec¢des pelo
virus influenza, as infec¢Bes bacterianas do trato respiratério inferior ndo sdo associadas
a evolucdo clinica desfavoravel em pacientes pediatricos de forma consistente (61-63).
A dificuldade inerente na confirmacdo do diagnostico etioldgico das infecgbes
bacterianas pulmonares na pratica clinica contribui para o desafio em esclarecer o papel

progndstico destas (64, 65).

Uso precoce do oseltamivir foi descrito como um possivel fator protetor para o
Obito na infeccdo por influenza (66, 67). A meta-analise que incluiu apenas estudos
randomizados e controlados por placebo sobre a eficacia dos inibidores de neuraminidase
em infec¢des por influenza em criangas evidenciou que 0 seu uso reduz a duragédo da
doenca em 36 horas. Também é associado a reducdo do risco de otite média aguda se
iniciado nas primeiras 12 horas. Entretanto, ndo foram encontradas evidéncias que
confirmem a eficacia dos inibidores de neuraminidase na reducdo de complicacdes
respiratorias, como pneumonia viral e obito. O uso de oseltamivir foi significativamente
associado a presenca de vomitos, com numero necessario de pacientes tratados para
causar dano de 17,9 (IC95% 10 a 34). O zanamivir ndo foi associado a nenhum evento
adverso em maior proporcao que o placebo (68). Cabe ressaltar que, em virtude do dbito

por influenza ser um desfecho infrequente, o0 nimero necessério de pacientes para




23
Introducdo

avaliacdo dessa medicacdo pode ser uma importante limitacdo dos estudos.
Posteriormente, foi publicada outra meta-analise baseada principalmente em dados
individuais sobre o tema e incluindo também estudos observacionais com mais de nove
mil participantes, que ndo identificou reducdo da mortalidade com o uso dos inibidores
de neuraminidase em criancas (69). Outra meta-analise com caracteristicas semelhantes,
realizada pelo mesmo grupo avaliando a reducdo do risco de pneumonia com o0 uso dos
inibidores de neuraminidase, apresentou resultados inconsistentes quanto ao beneficio
destes (70). Uma limitacdo adicional do uso de antivirais € a possibilidade do surgimento
de resisténcia do virus influenza. Com base no fato de que a cepa de influenza A(H1IN1)
que circulava antes de 2009, o chamado influenza A(H1N1) sazonal, adquiriu resisténcia
aos inibidores de neuraminidase e se disseminou mundialmente com rapidez, estima-se
que o aumento da prevaléncia de mutantes resistentes pode ser uma consequéncia
indesejada do seu uso excessivo. Contudo esta relacdo entre o surgimento de resisténcia

devido ao uso em larga escala é ainda controversa (71-73).
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1.2 JUSTIFICATIVA

O virus Influenza persiste sendo importante problema de satde publica. Além do
grande desafio que representa para os gestores da salde, ocasiona uma situacao de dificil
manejo para 0 médico que presta atendimento a pacientes agudos. A dificuldade inerente
a diferenciacdo clinica com outros agentes etiologicos, a falta de acuracia da maior parte
dos exames complementares diagndsticos, além da existéncia de poucos fatores
prognosticos bem estabelecidos, acaba acarretando imprecisdo nas intervengdes
preventivas e terapéuticas. A néo identificacdo precoce dos pacientes que evoluirdo com
complicacdes ocasiona a institui¢do tardia do uso de antivirais e de medidas de suporte
como internacdo hospitalar e suporte ventilatorio. Por outro lado, o uso de antivirais para
um grande ndmero de individuos pode aumentar o risco de resisténcia viral, expor
desnecessariamente 0s pacientes a eventos adversos e acarretar maiores gastos aos cofres
publicos. Devido a esta conjuncdo de situacBGes, a busca de fatores associados a
complicacdes da infeccdo por influenza, assim como a possibilidade de novas opcdes

terapéuticas persistem sendo importante questdo de pesquisa.

Em virtude do panorama descrito, inimeros estudos tém buscado descobrir novos
marcadores, inclusive marcadores bioldgicos, para auxiliar no manejo da infec¢do por
influenza. Apesar do avango do conhecimento a respeito dos mecanismos da acédo
antiviral do interferon, ainda h& poucos estudos que avaliaram sua detec¢do e
quantificacdo em secrecdes respiratorias como possivel marcador progndéstico e seu

potencial uso terapéutico em humanos.

Existe a hipdtese de que, a0 menos em parte, a evolucdo para insuficiéncia
respiratdria seria consequéncia de uma resposta imune inata ineficiente, que poderia ter
correlagdo com baixos niveis de interferon. Caso esses achados venham a ser confirmados
na populagdo pedidtrica, poderdo proporcionar o desenvolvimento de um teste com
elevado valor preditivo negativo para complicacdes respiratorias, além de potencial

desenvolvimento de terapia com interferon para criangas com influenza.
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1.3 OBJETIVO

Avaliar a relacdo entre o nivel de interferon em secrecfes respiratorias e a

gravidade da infecgéo por influenza.
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