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APRESENTACAO

Temos a satisfagdo de apresentar a nova obra, no campo das Ciéncias da salde,
intitulada “Medicina: Atencdo as rupturas e permanéncias de um discurso cientifico”
inicialmente dividida em dois volumes. O agregado de capitulos de ambos os volumes
compreende demandas cientificas e trabalhos desenvolvidos com acuracia cientifica e
com o fim de responder as demandas da saude que porventura ainda geram rupturas no
sistema.

Pretendemos direcionar o nosso leitor de forma integrada a uma produgéo cientifica
com conhecimento de causa do seu titulo proposto, 0 que a qualifica mais ainda diante
do cenério atual. Consequentemente destacamos a importancia de se aprofundar no
conhecimento nas diversas técnicas de estudo do campo médico/cientifico que tragam
retorno no bem estar fisico, mental e social da populagao.

Reafirmamos aqui uma premissa de que o0s Ultimos anos tem intensificado a
importancia da valorizagdo da pesquisa, dos estudos e do profissional da area da saude.
Deste modo, essa obra, compreende uma comunicacédo de dados muito bem elaborados
e descritos das diversas sub-areas da saude oferecendo uma teoria muito bem elaborada
nas revisoes literarias apresentadas, assim como descrevendo metodologias tradicionais e
inovadoras no campo da pesquisa.

A disponibilizagdo destes dados através de uma literatura, rigorosamente avaliada,
evidencia a importancia de uma comunicagéo so6lida com dados relevantes na area médica,
deste modo a obra alcanga os mais diversos nichos das ciéncias médicas. A divulgacéao
cientifica é fundamental para romper com as limitagdes nesse campo em nosso pais, assim,
mais uma vez parabenizamos a estrutura da Atena Editora por oferecer uma plataforma
consolidada e confidvel para estes pesquisadores divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: No ultimo século o mundo presenciou
quatro grandes pandemias, a comegar com 0O
Influenza tipo A/H1N1, passando em seguida pela
variante H2N2 e depois a variante H3N2 também
do virus Influenza A. Mais recentemente, também
ocasionada por virus, a Covid-19 mudou todo o
panorama de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. Outra preocupagéo durante a pandemia
da Covid-19 foi o choque hiperinflamatério que
algumas criangas apresentavam ap0s o contagio
com o Sars Cov-2, denominado de Sindrome
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Inflamatoria Multissistémica Pediatrica. Esse
trabalho é o resumo de resultados de pesquisa
com o painel viral colhido em criangas de 0 a 14
anos internadas em hospitais de Goiania, Goias,
no periodo de agosto de 2020 a maio de 2022. Os
dados de nosso painel viral foram correlacionados
com dados obtidos para pacientes com mesma
idade e perfil no banco de dados do DataSus e
observamos os principais virus para os anos de
2019 a 2022. Os dados de confirmagéo do agente
etiolo6gico foram obtidos no campo de confirmagéo
por PCR. Concomitante a amplificacdo e analise
do painel viral, realizamos a coleta de sangue
de pacientes com perfil inflamatério e SRAG.
As amostras foram analisadas quanto ao
perfil de citocinas. Observamos que durante a
pandemia houve mudangas no perfil etiol6gico
das infeccdes respiratorias em criancas de 0 a
14 anos. Em 2020, primeiro ano da pandemia
de Covid-19 houve uma queda significativa
na presenca de infec¢des virais por influenza
A e B e parainfluenza 1, 2, 3 e 4. Outros virus
como o Rhinovirus e VSR também sofreram
reducdo. Observando a evolugéo do painel viral
em 2021 e 2022 observamos que 0S grupos
de influenza e parainfluenza continuam baixos,
porém o Rhinovirus e principalmente, o VSR
voltaram a crescer significativamente, inclusive
ultrapassando os nimeros de casos confirmados
para Covid-19. Haja vista a necessidade
frequente da pesquisa sindrémica e identificacéo
de quais virus respiratorios circulantes estao
envolvidos em infeccdes respiratérias em
determinado periodo, como por exemplo, o
virus influenza e suas variantes. Esse processo
permite a elaboracgéo de estudos epidemioldgicos
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e de andlises laboratoriais complementares, a fim de minimizar o impacto da doenga na
populagao.

PALAVRAS-CHAVE: Painel viral; doenca respiratéria; pandemia; clinica pediatrica; PCR em
tempo real; citocinas.

RESPIRATORY VIRAL PANEL AND PEDIATRIC CLINICAL EVOLUTION DURING
THE COVID-19 PANDEMIC IN GOIANIA — GOIAS

ABSTRACT: In the last century the world has witnessed four major pandemics, starting with
the Influenza type A/H1N1, then going through the H2N2 variant and then the H3N2 variant
also of the Influenza A virus. More recently, also caused by viruses, Covid-19 has changed the
entire panorama of morbidity and mortality worldwide. Another concern during the Covid-19
pandemic was the hyperinflammatory shock that some children had after being infected with
Sars Cov-2, called Pediatric Multisystem Inflammatory Syndrome. This work is the summary
of research results with the viral panel collected from children aged 0 to 14 years admitted
to hospitals in Goiania, Goias, from August 2020 to May 2022. Data from our viral panel
were correlated with data obtained for patients with the same age and profile in the DataSus
database and we observed the main viruses for the years 2019 to 2022. Confirmation
data of the etiologic agent were obtained in the PCR confirmation field. Concomitantly with
the amplification and analysis of the viral panel, we collected blood from patients with an
inflammatory profile and SARS. Samples were analyzed for cytokine profile. We observed
that during the pandemic there were changes in the etiological profile of respiratory infections
in children aged 0 to 14 years. In 2020, the first year of the Covid-19 pandemic, there was a
significant drop in the presence of viral infections by influenza A and B and parainfluenza 1, 2,
3 and 4. Other viruses such as Rhinovirus and RSV also suffered a reduction. Observing the
evolution of the viral panel in 2021 and 2022, we observed that the influenza and parainfluenza
groups remain low, but the Rhinovirus and especially the RSV have grown significantly again,
even exceeding the numbers of confirmed cases for Covid-19. Given the frequent need for
syndromic research and identification of which circulating respiratory viruses are involved
in respiratory infections in a given period, such as the influenza virus and its variants. This
process allows the elaboration of epidemiological studies and complementary laboratory
analyzes in order to minimize the impact of the disease on the population.

KEYWORDS: Viral panel; respiratory disease; pandemic; pediatric clinic; real-time PCR;
cytokines.

INTRODUCAO

As doencas respiratorias contagiosas que surgem anualmente, sdo potencialmente
transmissiveis e representam um grande risco para a populacéo, uma vez que causam altas
taxas de morbidade, hospitaliza¢do e alta mortalidade. Os novos virus que surgem geram
comorbidades mais severas quando a populagéo ndo possui imunidade prévia contra eles,
sendo necessario medidas mais severas aos pacientes, além do controle e prevengéo de
novos casos (PAHO, 2009).

O mundo ja presenciou trés grandes pandemias no ultimo século, sendo a primeira
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em 1918 com o Influenza tipo A/H1N1, responsavel por aproximadamente 50 milhGes
de pessoas, principalmente jovens. Em 1957 ocorreu a segunda pandemia, novamente
causada pelo virus Influenza A, mas com a variante H2N2 e a terceira maior pandemia foi
em 1968, causada também pelo tipo A do Influenza, dessa vez com a variante H3N2, que
teve em torno de 2 milhdes de morte em todo mundo (WHO, 2006).

Em mais de 50 paises, o virus Influenza tipo A/H5N1 tem infectado aves de trés
continentes e raramente infecta pessoas. Entretanto, quando sofre mutacéo, € capaz de
infectar humanos com 60% de indice de letalidade. A vigilancia sanitéria global fica alerta
para detectar novas cepas do virus, quando surgem pacientes com doengas semelhantes
a influenza e/ou manifestagbes atipicas com sindrome respiratdria aguda grave (SRAG)
(WHO, 2007).

A SRAG é diagnosticada quando o individuo de qualquer idade, ao ser hospitalizado,
apresenta febre acima de 38°C, acompanhada de tosse ou dor de garganta e quadro de
dispneia. Pacientes com diagno6stico de SRAG podem apresentar coinfec¢éo viral e/ou
bacteriana agravando sua evolugéo clinica. (PAHO, 2009; BRASIL, 2015).

Outra preocupacao durante a pandemia da Covid-19 foi o choque hiperinflamat6rio
que algumas criangas apresentavam apos o contagio com o Sars Cov-2, denominado
de SIMP (Sindrome Inflamatoria Multissistémica Pediatrica) ou MISC (Multisystem
Inflammatory Syndrome in Children). Mesmo criangas previamente sadias e sem sintomas
de Covid-19 poderiam apresentar esse processo hiperinflamatoério cujas caracteristicas
sdo semelhantes as da doenga de Kawasaki (KD) e sindrome do choque toxico (TSS). O
Royal College of Pediatrics and Child Health na Europa, o Centro Controle e Prevencgéo de
Doencas (CDC) nos EUA e a Organizagédo Mundial da Satude (OMS) liberam notas de alerta
e protocolos de manejo clinico ainda no ano de 2020 reconhecendo a SIMP/MISC como
associada ao contagio por Sars Cov-2, sua gravidade e observagao imediata. Reunides e
publicagcbes de especialistas na area durante os anos de 2020 e 2021 foram decisivas para
a determinagao do manejo clinico da SIMP garantindo que a taxa de mortalidade diante de
quadro tao grave nao ultrapasse 2%.

Esse trabalho é o resumo de resultados de pesquisa com o painel viral colhido em
criancas de 0 a 14 anos internadas em hospitais de Goiania, Goias, no periodo de agosto
de 2020 a maio de 2022. O projeto foi aprovado pelo comité de ética de todos os hospitais
participantes e seguiu todas as resolugdes de ética em pesquisa segundo as resolucdes
466/2012 e 510/2016. Esse projeto recebeu fomento da CAPES para sua execugéo.

A justificativa desse trabalho é a necessidade frequente da pesquisa sindrémica
e identificacdo de quais virus respiratdrios circulantes estdo envolvidos em infeccbes
respiratérias em determinado periodo, como por exemplo, o virus influenza e suas
variantes. Esse processo permite a elaboracdo de estudos epidemiologicos e de analises
laboratoriais complementares, a fim de minimizar o impacto da doenca na populagdo. Essa

atividade é necessaria para gerar informacdes as autoridades de saude publica auxiliando,
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portanto, na tomada de decisdes para prevencao e controle da doenca em tempo oportuno.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 2020 a maio de 2022 foram realizadas a coleta de 606
amostras de pacientes com SRAG (Sindrome Respiratéria Aguda Grave), internados em
hospitais de Goiania. Essa caracteristica respiratdria € comum em infecc¢oes virais graves
e para infecgbes com Sars CoV-2. Essas amostras foram processadas e analisadas quanto
ao perfil gendmico e bioquimico. Buscamos a amplificacéo e caracteriza¢do da sequéncia
gendmica, bem como de possiveis mutagdes nos virus que fazem parte do painel viral
comum em criangas e adolescentes em nossa regido. Para coletar as amostras das
criangas disponibilizamos aos hospitais um kit contendo frasco com meio de transporte viral
especifico (MTV) (Labtest ou similar e swabs de nylon). Cada crianga que aceita no projeto
compreendia um kit com frasco de meio MTV e dois swabs de rayon/nylon.

Apbs a coleta os kits eram guardados em geladeira do hospital até a coleta, no
maximo de dois dias. Apos esse periodo, os frascos contendo o meio MTV eram fracionados
em tubos de criopreservagao de 2 mL, identificados e congelados a -80°C ou processado
imediatamente para extracdo de material genético. Utilizamos kits comerciais do fabricante
Cellco® para extrair de forma eficiente e com qualidade o DNA e/ou RNA viral.

O material genético foi quantificado e armazenado a -20°C. Sintetizamos primers
especificos para regides de genes conhecidos para amplificagdo dos virus do painel viral.
A Amplificagdo foi testada em PCR convencional e observada em gel de agarose por
eletroforese com primers adaptados a fim de observacgéo a integridade do material genético
e tamanho dos fragmentos esperados. Foram utilizados primers, enzimas, marcadores
de peso molecular e fonte/cuba de eletroforese adquiridos com os recursos do projeto.
Optamos para a amplificagdo em PCR em tempo real a aquisigcéo de kit de primers e sondas
comerciais pela técnica de TagMan, para cada um dos virus do painel viral e seguimos
os protocolos de ajuste e amplificagcéo do fabricante, Thermofisher ®. Nas amplificacbes
utilizamos as enzimas RNAse A, RT-Polimerase, DNA-Polimerase e dNTPs (Promega® ou
Invitrogen®), Master Mix QuatroG®.

Uma vez ajustadas as reagdes de PCR em tempo real, submetemos o material
genético de todos os pacientes coletados, a amplificacdo one step para cada virus do
painel viral respiratério. As amplificagbes foram realizadas no aparelho de PCR em tempo
real Applied® One Step Plus, com software proprio e utilizando placas com 96 pocos de
volume total de 100 ul.

Concomitante a amplificacdo e anélise do painel viral, realizamos a coleta de sangue
de pacientes com perfil inflamatério e SRAG. Foram analisadas 45 amostras quanto ao
perfil de citocinas. Utilizamos para a anélise do perfil de citocinas, o kit (BD™ Biosciences-
USA) e o citbmero Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer (Millipore Merk-DE).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossa ultima analise de resultados do painel viralem maio de 2022 contabilizamos:
198 (32%) criangas com Rhinovirus; VSR Humano em 110 (18,2%) criancas; Covid-19
84 (13,9) criancas; Metapneumovirus em 27 (4,5%); Bocavirus em 25 (4,1%) criancas;
Coronavirus e Sars-like 30 (5%) criancas; Parainfluenzas em 11 (1,8%) criangas; Influenza
Aou B em 9 (1,5%) criangas; Adenovirus em 10 (1,7%) criangas. Encontramos também um
total atualizado de 160 criangcas com coinfecgéo viral, ou seja, a0 mesmo tempo a amostra

do paciente foi amplificada para 2 ou mais virus respiratérios, (Grafico 1).

PACIENTES INTERNADOS PARTICIPANTES DO PROJETO 2020A 2022

TOTAL e (5
COINFECCAQ VIRAL  mmmmm—— 59 (11,4%)
ADENOVIRUS B—— 10(1,7%)
CORONAVIRUS/SARS-LIKE  mmm— 30 (5%)
INFLUENZA B 9(1,5%)
PARAINFLUENZA B—— 11(1,8%)
BOCAVIRUS mE—— 25/(4,1%)
METAPNEUMOVIRUS Bm—— 27 (4,5%)
VSR HUMANO  momm— 110 (18,2 %)
RHINOVRUS — —— 198 (32,7%)
COVID 19  n— 84 (13,95%)

0 100 200 300 400 500 600 700

Grafico 1: Analise dos virus encontrados na amplificacdo do material genético coletado de amostras de
swab dos pacientes internados participantes do projeto.

Aproveitando as amostras coletadas de swab dos pacientes analisamos o
crescimento microbioldgico (bactérias) em coinfecgao viral. Cerca de 15% das amostras de
meio de transporte viral apresentaram o crescimento de bactérias resistentes dos géneros
Pseudomonas, Staphylococcus e Klebisiella. Esse fator é interessante € preocupante visto
que se trata de bactérias multirresistentes que sobreviveram ao meio de transporte viral
que € acrescido, segundo protocolo do fabricante, de antibi6ticos de amplo espectro que
evitaria o crescimento microbiano e possivel contaminagdo da amostra de virus.

Buscamos confirmar o perfil de citocinas desses paineis virais na populacdo
pediatrica e as caracteristicas desses citocinas/perfis celulares expressos mediante a
infeccdo por virus especificos. As analises dos dados gerados por meio da citometria de
fluxo utilizou 44 amostras de pacientes onde 20 amostras foram de recém-nascidos (RN)
acometidos por Sars CoV-2. Os resultados obtidos por citometria de fluxo apresentaram
um perfil de citocinas representadas por: Interleucina-6 (143 pg/mL), seguida do Fator de
Necrose Tumoral (103,41 pg/mL), Interferon Gama (95,45 pg/mL), Interleucina-2 (82,29 pg/
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mL) e Interleucina-10 (50,23 pg/mL) (Figura 1A).

Um total de 10 amostras controle (pacientes RN sadios) foram obtidas a fim de
contrastar os dados de citocinas contra o grupo de pacientes RN infectados e verificar o
perfil de expresséo de citocinas, evidenciando assim, o perfil imunol6gico expresso nessas
condi¢gdes. Quando o grupo controle foi analisado, foi possivel verificar uma reducéo
dréstica na expressdo dessas citocinas em relagdo ao grupo infectado. Neste grupo, as
citocinas foram representadas por IL-6 (32%), seguida de IL-10 (23%), IL-2 (23%), IFN
(14%) e TNF (8%), e quantificagado de citocinas foi de 31,79 pg/mL, 22,92 pg/mL, 22,87 pg/
mL, 13,21 pg/mL e 7,92 pg/mL, respectivamente (Figura 1B).

Figura 1: Andlise das porcentagens de citocinas ap6s quantificagéo por citometria de fluxo.
A) Porcentagem de citocinas expressas por pacientes neonatais afetados por Sars-CoV-2. B)
Porcentagem de citocinas expressas por neonatos saudaveis (grupo controle).

Quando comparados os dados obtidos de pacientes infectados, contra o grupo
controle, foi possivel observar um aumento expressivo de todas as citocinas pré-inflamatérias
identificadas, como: Fator de Necrose Tumoral (1305,68% - 13,05 vezes), Interferon Gama
(719,29% - 7,19 vezes), Interleucina-6 (449,83% - 4,49 vezes), Interleucina-2 (359,82%
- 3,59 vezes) e Interleucina-10 (219,15% - 2,19 vezes) (Figura 2). Além desse estudo
evidenciar quais as citocinas proé-inflamatorias sdo expressas em pacientes RN acometidos
por Covid-19, os dados clinicos e s6cio-demograficos dos pacientes estdo sendo analisados
com o objetivo de correlacionar estes aos dados de citocinas obtidos.
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Figura 2: Comparacao entre a expressao de citocinas quantificada durante o estudo. Anélise
comparativa da expressao de citocinas expressas por pacientes infectados com Sars CoV-2 (infected)
em relagao a citocinas quantificadas em pacientes saudaveis (healthy). Os niGmeros na coluna
horizontal representam a quantificacéo de citocinas em picogramas por mililitro (pg/mL).

Correlacionamos também os dados de nosso painel viral com dados obtidos para
pacientes com mesma idade e perfil no banco de dados do DataSus (criangas de 0 a 13
anos, 11 meses e 29 dias, com o diagnostico de SRAG.). Observamos o0s principais virus
para os anos de 2019, 2020, 2021 e 2022 (Graficos de 2 a 5). Os dados obtidos no sistema
nacional (DataSus) sédo de notificacdo dentro do sistema de vigilancia de internacéo e
doencgas graves/infecciosas e traz todas as informagdes epidemioldgicas e clinicas dos
pacientes.

Os dados de confirmagdo do agente etiologico foram obtidos no campo de
confirmagéo por PCR (confirmacdo por biologia molecular), sendo, portanto, mais
confiavel. Encontramos dados inconclusivos, chamados de indeterminados e somamos ao
campo, “outros” tendo como causa da SRAG um agente etioldgico biolégico, ou seja, um
patégeno néao identificado, podendo ser um virus ou bactéria e até mesmo fungos. Outras
causas de SRAG que nao eram caracterizadas como “causada por agente biol6gico” foram
desconsideradas pois néo trazem nenhuma contribuicdo ao estudo e inclusive sdo pontos

viés a pesquisa em desenvolvimento.
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DISTRIBUICAO DAS INFECCOES VIRAIS - 2019
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Grafico 2: Foram analisadas o total de 26953 criangas internadas de 0 a 13 anos com diagnéstico
inicial de SRAG em 2019.

DISTRIBUICAO DAS INFECCOES VIRAIS - 2020
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Grafico 3: Foram analisadas o total de 76983 criangas internadas de 0 a 13 anos com diagnéstico
inicial de SRAG em 2020.
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DISTRIBUICAO DAS INFECCOES VIRAIS - 2021
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Gréfico 4: Foram analisadas o total de 138350 criangas internadas de 0 a 13 anos com diagnostico
inicial de SRAG em 2021.

DISTRIBUIGAO DAS INFECGOES VIRAIS - 2022
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Grafico 5: Foram analisadas o total de 74452 criangas internadas de 0 a 13 anos com diagnéstico
inicial de SRAG até maio de 2022.

Observamos que durante a pandemia houve mudancas no perfil etiologico das
infecgdes respiratdrias em criangas de 0 a 14 anos. Em 2020, primeiro ano da pandemia
de Covid-19 houve uma queda significativa na presenca de infec¢des virais por influenza
A e B e parainfluenza 1, 2, 3 e 4. Outros virus como o Rhinovirus e VSR também sofreram
reducdo. Entendemos que a vacinagdo das criangas e sobretudo o isolamento social
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tiveram influéncia nesse processo.

Observando a evolugao do painel viral em 2021 e 2022 observamos que 0s grupos
de influenza e parainfluenza continuam baixos, porém o Rhinovirus e principalmente,
o VSR voltaram a crescer significativamente, inclusive ultrapassando os numeros de
casos confirmados para Covid-19. Ainda no final de terceiro trimestre de 2021 tivemos
a diminuicdo do isolamento social e retorno as aulas, o que pode ter impactado esses
resultados obtidos. Os dados epidemiolégicos obtidos em nosso painel corroboram com as
mudancas observadas no perfil de painel viral nacional (DataSus).

Quanto a evolugéo clinica dos pacientes estudados, observamos um tempo de
internacao média de 9 dias para criangas com SRAG sem diagnéstico de SIMP e de 17
dias para as criangas com diagnoéstico de SRAG e SIMP.

Os principais sinais e sintomas apresentados pelos pacientes foram de febre (90%),
dor abdominal (71%), tosse (65%), coriza (55%), conjuntivite (43%), comprometimento de
apenas 1 ou 2 sistemas (33%), comprometimento de 3 sistemas (47%), comprometimento
de 4 ou mais sistemas (63%).

Muitas criancas internadas com SRAG apresentavam algum agravo de salde,
como problemas respiratorios prévios (17%), diabetes (11%), obesidade (5%), problemas
cardiacos prévios (4%). Embora a necessidade de internacdo em UTI tenha sido alta, cerca
(81%), a taxa de mortalidade dos pacientes com SRAG ficou abaixo dos 2%.

Observamos que o cuidado e a atengdo aos protocolos de manejo clinico
determinados pela OMS foram oportunamente Uteis e cruciais na aplicagdo de medidas
profildticas e de tratamento do quadro infeccioso e inflamatério observados durante
a pandemia da Covid-19. O suporte respiratorio, 0 uso de imunoglobulinas, o uso de
corticoides e anticoagulantes foram amplamente discutidos na literatura internacional e
também aplicada nos pacientes observados pelo projeto.
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