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Resumo

Infecgbes respiratorias de vias aéreas inferiores tém sido classificadas como uma
das principais causas de morte no mundo. Pessoas que vivem com HIV/aids (PVHA)
apresentam maior risco de infec¢cdo por agentes causadores de sindromes gripais
devido a sua condicdo de imunossupressao. Diante disso, 0 objetivo desta pesquisa,
foi avaliar a ocorréncia de infeccbes respiratorias causadas pelos virus: influenza,
virus sincicial respiratorio (VSR) e SARS-CoV-2 em PVHA, no periodo de 2020 a
2022. Além disso, avaliar a ocorréncia e mortalidade de infec¢cdes causadas pelos
virus respiratorios citados acima e identificar os fatores sociodemograficos e clinicos
das PVHA. A partir, de secrecdes de nasoorofaringe de 57 PVHA, e que
apresentaram quadro gripal, foi extraido o material genético utilizando o kit BIOPUR
Mini Spin Virus DNA/RNA 2.0, seguido por transcri¢cdo reversa e Reacdo em Cadeia
da Polimerase (RT-PCR) no aparelho Hybrispot 12 PCR Auto, utilizando o kit de
deteccdo XGEN Multi PR24 Flow Chip. Apdés a amplificacdo, ocorreu hibridizacéo
reversa em um chip que é composto por uma membrana de nylon (tecnologia Flow
Chip) que permite a deteccdo de até 24 patdégenos, posteriormente os resultados
dos ensaios foram validados. Das 57 PVHA, 32 (56,2%) eram do sexo masculino,
com mediana de 42 anos [21 - 68] de idade. Em 36 (63,2%) pacientes houve
deteccdo de algum virus do painel de patégenos. Do total da casuistica, 27 (47,5%)
correspondiam aos trés virus estudados, sendo 18 (31,5%) do SARS-CoV-2, oito
(14,0%) do VSR e um (2,0%) da influenza. Em 21 (36,8%) pacientes ndo foram
identificados quaisquer dos virus. Trés pacientes evoluiram a 6bito durante o estudo,
apresentando quadro respiratério com piora progressiva e necessidade de suporte
ventilatério. Nestes trés casos, ndo houve deteccdo dos virus aqui estudados, e
ressalta-se, que nao foi possivel realizacdo de necropsia destes pacientes. Nas 57
PVHA estudadas, houve maior ocorréncia do SARS-CoV-2 (31,5%), seguido do VSR
(14,0%) e influenza foi encontrado em apenas um paciente, sendo este o subtipo
H3N2. O teste de Fisher para a associacdo entre ocorréncia de detectados e néo
detectados entre SARS-CoV-2 e VSR mostrou que ndao houve associacao entre a
ocorréncia desses dois virus (p = 0,085), bem como, ndo houve associacdo entre 0s
sintomas presentes em pacientes detectados para SARS-CoV-2 e VSR (p = 0,8851).
Pelo menos uma comorbidade esteve presente no grupo com deteccdo de SARS-

CoV-2. Por outro lado, apenas um caso (14,3%) de infeccao pelo VSR apresentou



obesidade. Esta claro que a covid-19 associa-se a uma gama maior de
comorbidades que aumentam o risco de doenca mais grave ou morte. Foi possivel
determinar a alta ocorréncia de infec¢des pelo SARS-CoV-2 e VSR em pessoas que
vivem com HIV/aids, aqui estudadas, n&do havendo diferenga nos sintomas
referentes a cada uma das infec¢cdes. Nao houve diferenca entre as cargas virais e
as contagens de células T CD4+ para os trés virus. Foi possivel determinar a alta
ocorréncia de infecgdes pelo SARS-CoV-2 e VSR em pessoas que vivem com
HIV/aids, aqui estudadas, ndo havendo diferenga nos sintomas referentes a cada

uma das infeccdes.

Palavras-chave: Deteccdo, RT-PCR, covid-19, virus influenza, virus sincicial
respiratorio, HIV/aids



Abstract

Lower respiratory tract infections have been classified as one of the leading causes
of death worldwide. People living with HIV/AIDS are at greater risk of infection with
agents that cause flu syndromes due to their immunosuppressive condition.
Therefore, the objective of this research was to evaluate the occurrence of infections
caused by the Influenza, RSV, and SARS-CoV-2 viruses in people living with
HIV/AIDS during the period of 2020 to 2022. And with that, to evaluate the
occurrence and mortality of infections caused by the respiratory viruses mentioned
above and to identify the sociodemographic and clinical factors of people living with
HIV/AIDS. Genetic material was extracted using the BIOPUR Mini Spin Virus
DNA/RNA 2.0 2.0 DNA/RNA 2.0 Mini Spin Virus Kit, from nasooropharyngeal swab
aspirates of 57 people living with HIV/AIDS, who presented with influenza, followed
by reverse transcription and Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) in the Hybrispot
12 PCR Auto instrument, using the XGEN Multi PR24 Flow Chip detection kit. After
amplification, reverse hybridization took place on a chip that is composed of a nylon
membrane (Flow Chip technology) that allows the detection of up to 24 pathogens,
later the test results were validated. Of the 57 people living with HIV/AIDS, 32
(56.2%) were male, with a median age of 42 years [21 - 68]. In 36 (63.2%) patients
there was the detection of some virus from the viral panel. Of the total sample, 27
(47.5%) corresponded to the three viruses studied, 18 (31.5%) of SARS-CoV-2, eight
(14.0%) of RSV and one (2.0%) of influenza. In 21 (36.8%) patients, none of the
viruses were identified. Three patients died during the study, both had a
progressively worsening respiratory condition and required ventilatory support. In
these three cases, none of the viruses studied here were detected, and it should be
noted that it was not possible to perform a necropsy on these patients. In the 57
people living with HIV/AIDS studied, there was a higher occurrence of SARS-CoV-2
(31.5%), followed by RSV (14.0%), and influenza was found in only one patient, this
being the H3N2 subtype. Fisher's test for the association between the occurrence of
detected and undetected SARS-CoV-2 and RSV, with a p-value 0.085, showed that
there was no association between the occurrence of these two viruses, it also
showed that there was no association between symptoms present in patients
detected for SARS-CoV-2and RSV, p-value 0.8851. Therefore, the occurrence
proportions are not significant when compared. At least one comorbidity was present
in the group with detection of SARS-CoV-2. On the other hand, only one (14.3%)
case of RSV infection was obese. It is clear that Covid-19 is associated with a wider
range of comorbidities that increase the risk of more serious illness or death. It was
possible to determine the high occurrence of infections by SARS-COV-2 and RSV in
people living with HIV/AIDS, studied here, with no difference in the symptoms
referring to each infection. There were no significant values between viral loads and
CD4+ T cell counts for the three viruses. It was possible to determine the high
occurrence of SARS-CoV-2 and RSV infections in people living with HIV/aids,
studied here, with no difference in the symptoms referring to each of the infections.

Keywords: Detection, COVID-19, influenza virus, respiratory syncytial virus, hiv/aids
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1. INTRODUCAO

1.1 Infeccé@o pelo HIV e SARS-CoV-2

Os primeiros casos de infeccdo causada pelo HIV foram relatados em
1981 nos Estados Unidos da América (EUA), Haiti e Africa Central e, ap6s quase 40
anos, a prevencao ainda é a principal defesa contra a infeccéo *.

Atualmente, existem cerca de 37,7 milhGes de pessoas convivendo com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), causador da aids, no mundo. Em 2020, 1,5
milhdo de pessoas foram infectadas pelo HIV, e no mesmo ano, pelo menos 680.000
[480 000-1,0 milhdes] morreram por doencas relacionadas a aids. Por outro lado, a
acdo da terapia antirretroviral (TARV) combinada reduziu a morbimortalidade
relacionada a doenca, o que deixou de ser uma sentenca de morte. Além disso, a
taxa de mortalidade por HIV/aids sofreu decréscimo de 51%, entre 2004 e 2017,
quando foram registradas 940.000 mortes 2.

No Brasil, foram notificadas 1.045.355 pessoas que vivem com HIV/aids
(PVHA) desde o inicio da epidemia, em 1980 até junho de 2021, sendo que em 2017
foram diagnosticados 42.200 novos casos e foram registradas 11.463 mortes que
tiveram a aids como causa basica 2. O dano progressivo do sistema imunolégico é
uma preocupacao central em PVHA. Entre as células que se infectam pelo HIV, o
linfécito T CD4+ é o principal alvo, levando a imunodepressédo, o que torna o
individuo mais suscetivel as doencas oportunistas, incluindo neoplasias 3.

Contagens baixas de linfocitos T CD4+ e elevadas cargas virais
plasméticas do HIV estdo relacionadas também a distarbios inflamatérios e
metabdlicos. O controle adequado destes disturbios nas PVHA contribui para melhor
qualidade e aumento da expectativa de vida >6. Segundo autores 7, a proporcédo de
PVHA que ndo apresenta resposta imunolégica, o ndo respondedor imunolégico,
varia de 15% a 44%. Alguns estudos relacionam essa situacdo a auséncia de
definicAo e uniformidade da resposta imune ideal e, também, pelas limitacdes
impostas pelo método de contagens de linfocitos T CD4+, que é usado como Unico
marcador de reconstituicdo imune disponivel na pratica clinica 8.

Existem inUmeras discussdes sobre a relevancia de possiveis fatores de

risco envolvidos na resposta imunologica ao virus, tais como, idade avancada no
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inicio do tratamento, baixas contagens iniciais de células T CD4+ e 0 uso prévio de
drogas injetaveis &°.

Em geral, apés seis meses do inicio da TARV a maioria das PHVA
apresenta cerca de 50 células/mm?3 a mais de T CD4+ no sangue periférico e, apds
um ano é observado aumento de 100 células/mm?3, além de resposta viroldégica
completa, ou seja, carga viral plasmatica abaixo do limite de deteccdo. Esses
mesmos estudos demonstraram que a mortalidade por infecgbes oportunistas
diminui quando os pacientes atingem pelo menos 350 células T CD4+/mm? ap6s a
terapia 10 11,

PVHA com baixas contagens de linfécitos T CD4+ estdo mais suscetiveis
a doencas cardiovasculares, renais, hepaticas, neurolégicas e 6sseas, bem como
canceres. Durante a infeccdo pelo HIV nado tratada, as contagens de T CD8+
aumentam a medida que a contagem de T CD4+ diminui. Quadro semelhante
também esta presente em adultos idosos, nao infectados pelo HIV, sendo que a
inversdo da relagdo CD4+/CD8+ € um marcador preditor de senescéncia das células
T, que pode levar ao aumento na taxa de mortalidade %13

As infeccdes respiratdrias agudas sao as doencas infecciosas mais
frequentes em seres humanos, sendo 0s virus seus principais agentes etioldgicos.
Neste contexto, h& preocupacdo com o surgimento de patdgenos emergentes e a
identificacdo de virus respiratérios circulantes. Uma das principais estratégias para o
sistema de notificagdo e investigacdo em vigilancia para esses agentes ocorre por
meio do estabelecimento de unidades sentinela, presentes no mundo todo e que tém
contribuido para o conhecimento sobre a epidemiologia da influenza, e outros
patégenos. A vigilancia da influenza no Brasil € composta pela vigilancia sentinela
de Sindrome Gripal (SG) e de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) 141516,

Na atual pandemia de covid-19, as unidades sentinelas de influenza tém
desempenhado importante papel na vigilancia da magnitude e dispersédo do agente
etiolégico, o virus SARS-CoV-2 17, Mesmo apresentando distribuicdo global,
incluindo varios centros no Brasil, sua abrangéncia limita-se a um numero de casos
ambulatoriais, somados as internacdes por SRAG 18,

E importante salientar a existéncia de campanhas anuais de vacinacio
como forma de prevencao da influenza, apesar da vacina nédo apresentar efetividade
total na protecéo contra o virus, ela € uma das principais ferramentas desenvolvidas

que visa proteger grupos mais vulneraveis contra doencas respiratérias causadas
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por outros agentes virais que poderiam impactar no sistema imunolégico e favorecer
0 surgimento de outras infecces, que podem levar a ocorréncia de casos graves.
Além disso, entre os grupos imunizados, ocorre uma menor procura dos prontos
socorros e dos hospitais, diminuindo internacées e mortes, mantendo, assim, o
sistema de saude mais efetivo e adequado. Ha ainda diminuicdo da transmisséo
viral, o que facilita o diagnéstico mais preciso da infeccédo pelo coronavirus %29,

Estudos realizados na Inglaterra e Africa do Sul indicam que a chance de
morrer por consequéncia da covid-19 entre as pessoas que vivem com HIV é o
dobro da populacéo geral. Nesse contexto, tratando-se de uma doenca emergente, a
covid-19, € necessario analisar os impactos que esta pode causar em grupos de
risco, incluindo os imunossuprimidos que sabidamente podem apresentar maior
risco de desenvolvimento da forma grave da doenca 21. Diante disso e considerando
a escassez de dados associando covid-19 e PVHA, é extremamente importante
avaliar os diferentes desfechos clinicos e riscos da covid-19 nessa populacéo.

Atualmente, ha muita preocupacdo com a covid longa, ja existindo relatos
de pacientes imunossuprimidos com a presenca do SARS-CoV-2 no organismo de
individuos por mais de 300 ou 500 dias. Além disso, imunocomprometidos podem
apresentar excrecdo viral muito mais prolongada, como tem sido relatado em
algumas infec¢des virais, tornando-se um risco para o virus desenvolver novas
mutacGes e variantes de escape do sistema imune 2. Portanto, é importante
estudar, a ocorréncia de aspectos imunologicos de covid longa em
imunossuprimidos e PVHA, quando for o caso.

Além do virus influenza, existem outros patégenos que tém se tornado
alarmantes por causarem a SRAG, com maior frequéncia em adultos, o Virus
Sincicial Respiratério (VSR), um dos patdégenos mais frequentemente envolvidos nas
infeccdes respiratérias de bebés prematuros, nos primeiros anos de vida. Os casos
de infeccdo por VSR ocorrem principalmente durante o inverno e no inicio da
primavera, ou seja, sdo sazonais 2?2, Ainda ndo existe uma vacina eficaz contra a
infeccéo pelo VSR, porém, criancas que podem desenvolver a forma mais grave da
doenca podem fazer uso de anticorpo ou imunoglobulina monoclonal humana. Nao
existe também vacina ou composto equivalente para adultos, e mesmo que
desenvolvam quadros mais leves, comparado a um resfriado, o VSR tende a agravar

0s casos de covid-19 23,
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Atualmente, sé@o poucos os estudos abordando com maior profundidade o
impacto desses virus (SARS-CoV-2; VSR e Influenza) em PVHA, bem como sua
frequéncia em infeccdes respiratorias, além dos possiveis impactos nas contagens
de linfécitos T CD4+, na progressdo para aids e mortalidade 424, Estudos recentes
de coorte realizados com PVHA indicam que o risco de infeccdo por SARS-CoV-2 é
maior quando comparados com a populacdo geral, inclusive nagueles que ja sao
soropositivos, porém controlados com uso regular de terapia antirretroviral (TARV),
contagens de linfécitos T CD4+ maior do que 200 células/mm?3 e com carga viral
suprimida 2>26, Ainda é dito que o risco de mortalidade em PVHA esta associado aos
fatores de risco conhecidos para covid-19, tais como, idade mais avancada,
presenca de comorbidades incluindo doengas cardiovasculares, diabetes, doencas
respiratérias cronicas e obesidade ?’.

1.2 Virus Sincicial Respiratorio

As infeccBes respiratérias agudas de vias aéreas sao responsaveis, na
pediatria, por muitos atendimentos, visitas a servicos de emergéncia e
hospitalizagdes. O VSR € o principal agente causador dessas infeccdes em
lactentes jovens, com grande impacto na saude dos mesmos em curto e em longo
prazo 28:29.30,

O VSR é um RNA virus, ndo segmentado, envelopado, da familia
Paramyxoviridae, responsavel por causar infeccdo aguda do trato respiratério em

individuos de todas as idades, mas predominantemente em criancas (Figura 1) 3.
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Figura 1 - Estrutura do virus sincicial respiratorio.
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A maioria das criancgas é infectada no primeiro ano de vida e, virtualmente,
todas as criancas seréo expostas ao virus até o final do segundo ano de idade, com
reinfeccbes durante toda a vida. Entretanto, o acometimento de vias aéreas
inferiores, e consequentemente, as formas graves da doencga, predominam na
primo-infeccdo. Em lactentes jovens, a presenca de anticorpos neutralizantes em
elevados titulos, adquiridos passivamente durante a vida fetal, estd associada com
menor risco de hospitalizacéo 32.

O VSR é um dos principais agentes etiolégicos das infeccdes que
acometem o trato respiratério inferior entre lactentes e criangcas menores de 2 anos
de idade, podendo ser responsavel por 41,7% a 83,6% dos casos de bronquiolite
viral aguda (BVA) no mundo. No Brasil, uma coorte com 5.304 criangas menores de
1 ano mostrou que 2,1% delas foram hospitalizadas por BVA 32, Qutros trabalhos
mostram o VSR como responsavel por 31,9% a 64,0% das internacfes por BVA. Ele
atinge o trato respiratorio pelo contato direto com secrecdes respiratorias de
pessoas infectadas ou por meio de superficies e objetos contaminados. A infec¢céo
ocorre quando o material infectado atinge o organismo através da membrana
mucosa dos olhos, boca e nariz ou pela inalacédo de goticulas derivadas de tosse ou
espirro 3334,

Conhecido principalmente por causar infeccbes em criangas jovens, 0
VSR tem ganhado destaque por causar sindromes agudas graves em pessoas
adultas com maior frequéncia 3°. Dados epidemiolégicos indicam que o VSR tem
sido o segundo causador da SRAG em adultos no ano de 2022, ficando atras
apenas do SARS-CoV-2, causador da pandemia de covid-19. De acordo com o
Boletim Epidemiolégico divulgado em margo de 2022, a prevaléncia entre os casos
com resultado positivo para virus respiratérios foi de 1,3% para influenza A, 0,3%
para influenza B, 15,8% para VSR e 73,8% para SARS-CoV-2. Entre os o6bitos, a
presenca destes mesmos virus entre os positivos foi de 0,7% para influenza A, 0,0%
para influenza B, 0,1% para VSR, e 98,5% para SARS-CoV-2 36, Portanto, é
preocupante o0 aumento no numero de casos de SRAG causada por virus
respiratorios, assim como o evidente aumento do VSR, um patégeno frequente em
periodos sazonais, indicando um risco maior, tanto para criancas quanto para
grupos de risco com doenca ou condicdo pre-existente, tais como, individuos

imunossuprimidos 243,
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PVHA sdo focos de vigilancia para casos de SRAG. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a pneumonia é uma das principais causas
globais de morte em pacientes HIV positivos. O Ministério da Saude promove a
vigilancia de SRAG, cuja definicdo passa pelo pré-requisito da Sindrome Gripal
(SG), que é definida por inicio subito de sintomas, tais como, tosse ou odinofagia e
cefaleia ou mialgia ou artralgia 3. PVHA e outros individuos imunossuprimidos
podem ser infectados por VSR e apresentar diferentes graus de gravidade e
desfechos que vao desde a recuperacdo completa, até insuficiéncia respiratoria
progressiva e morte. O VSR é claramente reconhecido como um patégeno que
acomete todas as faixas etarias, tanto em pessoas imunocompetentes quanto
imunocomprometidas, incluindo  pacientes submetidos a  transplantes
hematopoiéticos de células-tronco ou de pulméo .

Atualmente, ndo ha tratamento especifico para a infeccdo por VSR. As
medidas de suporte sdo sempre recomendadas, além daquelas preventivas e de
controle da infeccdo 2. No entanto, ha profilaxia com anticorpo monoclonal
especifico, o palivizumabe, que é capaz de prevenir formas graves da doenca e vem
sendo recomendados diferentes esquemas em diversos paises, 0 que tem diminuido
o numero de hospitalizacdes por essas infec¢cdes. Porém, devido ao seu elevado
custo, muito se discute em relacéo as diretrizes de sua utilizagdo .

Ainda sdo poucos os estudos na literatura atual sobre a infeccéo pelo
VSR em PVHA e seu manejo clinico, havendo lacunas acerca dessa infeccéo, que

normalmente é mais longa nessa populacgéo 349,

1.3 Virus Influenza

A influenza ou gripe, € uma doenca infecciosa aguda de origem viral que
acomete o trato respiratorio, cujo agente etioldgico é o Orthomyxovirus influenzae,
também denominado virus influenza. A infeccdo varia desde quadros brandos,
aparentemente assintomaticos, até insuficiéncia respiratéria aguda. Tem inicio
abrupto com febre acima de 38°C, cefaleia, calafrios e tosse seca acrescidos de
mialgia, prostragdo, anorexia, lacrimejamento excessivo, rinorreia, hiperemia
conjuntival e eventualmente diarreia 4. Os virus influenza sdo particulas
envelopadas de RNA de fita simples segmentada e subdividem-se nos tipos A, B e

C, sendo os do tipo A e B com maior relevancia clinica em humanos. Uma grande
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diversidade de virus influenza circula pelo mundo, de modo endémico, cada qual
aparecendo e ressurgindo em épocas distintas e conferindo letalidade variavel 3942,

O virus influenza apresenta altas taxas de mutacdo, o que resulta
frequentemente na insercéo de novas variantes virais na comunidade, para as quais
a populacéo néo apresenta imunidade 4043,

Eles sdo nomeados de acordo com a variedade de glicoproteinas de
superficie, denominadas hemaglutinina (H) e neuroaminidase (N), por exemplo: A
H1N1, A H3N2 etc. Tendo em vista a grande variedade de hemaglutininas (n=18) e
neuroaminidases (n=11), e que os virus sofrem constantes mutacfes adaptativas em
seus receptores, que lhes confere a habilidade de adentrar em outras células
humanas, por vezes, adquirindo potencial pandémico. Ao longo do tempo, houve
quatro pandemias de influenza desde a virada do século XX, conforme € visto na
figura 2, ocorrendo em 1918 (H1N1), 1957 (H2N2), 1968 (H3N2) e 2009 (H1N1).
Esta linha do tempo mostra as relacdes de rearranjo temporal e genético entre cada

um dos subtipos de influenza A com potencial pandémico 4344,

1900

l
1918 1957 1968 2009
hy ST o \ W R
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H1N1 H2N2 H3N2 H1N1

Figura 2 — linha do tempo mostrando as rela¢cdes temporais e genéticas de rearranjo

entre cada um dos subtipos de influenza A com potencial pandémico 3.

cardiopatas, obesos e individuos imunossuprimidos, independentemente
de quais subtipos de influenza apresentam maior potencial de infeccdo, € importante
ressaltar que surtos e epidemias com diferentes subtipos de influenza sao
reportados esporadicamente ao longo da histéria 4.

No Brasil, a vigilancia da influenza é composta pela vigilancia sentinela de

sindrome gripal e de SRAG em pacientes hospitalizados. A vigilancia sentinela tem
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como objetivo principal, identificar os virus respiratérios circulantes, permitir o
monitoramento da demanda de atendimento dos casos hospitalizados e 6bitos para
orientar na tomada de decisdo em situa¢cées que requeiram novos posicionamentos
do Ministério da Saude e Secretarias de Saude Estaduais e Municipais 4.

De acordo com o boletim epidemioldgico de dezembro de 2018 a
dezembro de 2019 %46, foram notificados mais de 40 mil casos de SRAG, destes
cerca de 5.800 causados por influenza, com predominio do subtipo HIN1 em cerca
de 3.400 casos, e 830 casos do subtipo H3N2. Além de outros virus respiratorios,
houve grande predominio da circulacdo de VSR neste periodo, cerca de 1.100
casos, como pode ser visto na figura 3. Esses dados epidemioldgicos sé&o
extremamente importantes no controle, prevencdo e enfrentamento de possiveis
surtos e epidemias, uma vez que, eles tendem a ocorrer anualmente. Além disso, ha

predominio maior dos subtipos H1 e H3 em individuos a partir dos 10 anos de idade.
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Figura 3 — Distribuicdo dos virus respiratorios identificados nas unidades sentinelas
de Sindrome Gripal, por semana epidemioldgica de inicios dos sintomas
[compreende dez de 2018 a dez de 2019].

O Brasil apresenta indice de mortalidade de 0,5/100.000 habitantes,
sendo o estado de Sdo Paulo o maior representante desse coeficiente, com 24,5%
do total de Obitos em relagdo ao pais. Dentre os individuos que evoluiram ao 6bito

por influenza, a mediana da idade foi de 55 anos, e 73,8% apresentaram pelo menos



21

um fator de risco, com destaque para adultos com 60 anos ou mais, cardiopatas,
diabéticos, pneumopatas e imunossuprimidos 46, como podemos observar no quadro

1.

Quadro 1 - Distribuicdo dos Obitos de sindrome respiratéria aguda grave por

influenza, segundo fator de risco [compreende dez de 2018 a dez de 2019] #’.

Obitos por Influenza (N = 1.122) n b

Com Fatores de Risco 820 73,1%
Adultos =60 anos 448 54 6%
Doenca cardiovascular crénica 298 36,3%
Pneumapatias cronicas 139 17,0%
Diabete mellitus 229 27.9%
Obesidade a0 9.8%
Doenca Meuroldgica crénica 73 8.,9%
Doenca Renal Cronica 69 B.4%

< Imunodeficiénciaimunodepress3o > 75
Gestante 12 1,5%
Doenca Hepatica crdnica 22 2. 7%
Crianca <5 anos 96 11,7%
Puérpera (ate 42 dias do parto) 2 0,2%
Indigenas 5 0.6%
Sindrome de Down 11 1,3%

Tem sido observado que PVHA apresentam excrecdo viral mais
prolongada, indicando que deve haver atencdo maior em relacdo a esse grupo e ao
protocolo de enfretamento quando apresentarem sindrome gripal 47, além disso, ha
necessidade de estudos que possam descrever melhor a dinamica da infeccao
nesse grupo. A excre¢cdo do virus ocorre em espécimes no trato respiratorio,
podendo ser detectada 24 horas antes do inicio dos sintomas, atingindo um pico
entre 24 e 48 horas de sintomas e decaindo rapidamente até praticamente
desaparecer entre 0 quinto e o décimo dias de doenca. Portanto, idealmente, a
pesquisa viral por swab nasoorofaringeo deve ocorrer até o terceiro dia de inicio dos
sintomas, ou seja, 0 pico maior de sintomas. Em imunocomprometidos, o periodo de
excrecao viral parece ser mais prolongado, com relatos de até 62 dias ap0s o inicio
dos sintomas em pacientes com neoplasias hematolégicas #4748

Alguns pontos interessantes quando tratamos da condi¢cdo de infeccao
dupla HIV-influenza, est4 no fato de que a infec¢do pelo HIV parece ser um fator de

risco para aquisicédo de influenza e em maior tempo para o clareamento viral, o que
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tem sido observado em criancas e em outras condicées imunossupressoras “¢. No
entanto, ndo esta claro se a imunodepressao pelo HIV pode determinar a evolucdo
para quadro grave de influenza acarretando aumento da morbimortalidade.
Enquanto alguns autores sugerem que essa relagédo entre a infeccéo pelo HIV e a
maior gravidade existe 484° outros demonstram ndo haver diferenca nas taxas de
admissdo em Unidades de Terapia Intensiva e de mortalidade, quando comparadas
com individuos HIV-negativos. Mas ressaltam que 81,0% dos soropositivos
receberam terapia antiviral especifica para influenza pandémica A (H1N1) 0.
Resultado semelhante demonstrou que em relacdo a infeccdo por HIN1 e a
evolucdo para pneumonia, a taxa de hospitalizacao e insuficiéncia respiratéria em 56
pacientes HIV positivos em uso de TARV, dos quais 95,0% apresentavam carga viral
abaixo do limite de 50 copias, demonstrando ndo haver diferenga quando
comparado com a populacéo soronegativa °*.

Por outro lado, um estudo realizado nos EUA, em populagéo idosa, com
60 anos ou mais e que vive com HIV, mostrou que em 2004 a mortalidade por
influenza foi significativamente maior quando comparada a populacdo soronegativa
pareada pela idade 2. Esse dado demonstra que a associagédo de fatores, tais como,
sociodemogréficos, histérico de doencas e infeccbes, aumentam as taxas de
mortalidade, dessa forma, pode ser considerado um risco maior para as PVHA.
Outros estudos demonstraram que os individuos sem TARV, com contagem de T
CD4+ baixa e comorbidades cardiorrespiratorias, associaram-se com evolucdo grave
da infeccdo por influenza, além de risco aumentado para complicacdes 4752,
Portanto, considerando a susceptibilidade e a presenca de fatores de risco entre
influenza e HIV, justifica-se o fato de as PVHA serem um dos focos de campanhas
de vacinacgédo contra influenza no Brasil 5354,

Diante disso, h&d necessidade de estudos que possibilitem a melhor
compreensao das infecgbes respiratérias agudas e sindromes respiratorias agudas
em PVHA, e através disso, auxiliar nas medidas de vigilancia, controle e

enfrentamento desses patdgenos.
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2. JUSTIFICATIVA

Os patogenos, influenza, VSR e SARS-CoV-2, correspondem a
frequentes causadores de doencas respiratorias e sindromes agudas em todo o
mundo. PVHA sao importante grupo de risco para ocorréncia dessas infeccoes,
considerando sua imunossupressdo. Sao poucos os trabalhos na literatura cientifica
que avaliaram a ocorréncia desses virus em PVHA, sendo de interesse
compreender a dindmica dessas infec¢des respiratorias nessa populacdo, entender
melhor a vigilancia virologica e eventualmente avaliar a evolugdo na aids. Assim,
seria relevante a realizacdo deste estudo por ndo se conhecer quaisquer desses
aspectos da associacdo dessas infeccbes no Servico de Ambulatorios

Especializados de Infectologia, Domingos Alves Meira.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi avaliar a ocorréncia de infec¢cdes causadas
pelos virus influenza, VSR e SARS-CoV-2 em PVHA, e com isso a caracterizacao
dos aspectos clinicos e etiolégicos das principais sindromes gripais causadas por
estes patdégenos, no periodo pandémico da covid-19.

Os objetivos especificos foram:

« avaliar a ocorréncia e mortalidade de infeccbes causadas pelos virus

respiratorios citados acima;

+ identificar os fatores sociodemogréficos e clinicos das PVHA.
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4. METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Tratou-se de estudo descritivo, realizado a partir de amostras coletadas
anteriormente e, testadas com as técnicas propostas no estudo. Os dados de
prontuarios, caracteristicas clinicas e resultados de exames laboratoriais foram
coletados da lista de pacientes que realizaram coleta de amostras para diagndstico

de sindrome gripal.

4.2 CASUISTICA E CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram estudados 57 PVHA que se enquadraram nos critérios de inclusao,
no periodo de maio de 2020 a junho de 2022. Os critérios para inclusdo dos
pacientes no estudo, estdo descritos no quadro 2.

Quadro 2 — Critérios para inclusdo de pacientes no estudo. Botucatu, 2022.

¢ Idade igual ou superior a 18 anos

¢ Diagnostico de infeccéo pelo HIV

e Em uso ou ndo de TARV

e Carga viral e linfocitos T CD4+

e Apresentar quadro gripal

e Coleta por swab nasoorofaringeo

Legenda: TARV — Terapia Antirretroviral; HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana; T CD4+ -
Linfécitos do tipo T CD4+

4.3 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado com pacientes em seguimento no Servico de
Ambulatérios Especializados de Infectologia “Domingos Alves Meira” (SAEI-DAM),
do Complexo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. E
Instituicdo propria da Fundagdo para o Desenvolvimento Médico Hospitalar
(FAMESP) e é referéncia para o atendimento de PVHA na regido de Botucatu, do
Departamento Regional de Saude VI — Bauru (DRS-VI), que compreende o0s

municipios que constituem o Polo Cuesta e o Vale do Jurumirim, cuja populagéo
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estimada é de 600.000 habitantes. Sdo atendidos atualmente no Servi¢co cerca de
1.000 PVHA.

4.4 COLETA DE DADOS

O presente trabalho faz parte de um projeto maior, intitulado Covid-19 e
além: estabelecimento de um observatério de sinais precoces de doencas
potencialmente pandémicas e emergéncias de saude publica de relevancia
internacional, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP, com o parecer de nimero 4.538.561.

A coleta de dados e os exames laboratoriais para identificacdo dos trés
virus estudados foram realizados pelo préprio pesquisador. Para obtencdo dos
resultados de contagens de linfocitos T CD4+ e cargas virais plasmaticas do HIV foi
consultado o Sistema de Controle de Exames Laboratoriais (SISCEL), do Ministério
da Saude, que sao realizados na rotina do atendimento ambulatorial no Servigo 4.

As metodologias moleculares foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (HCFMB).

Os dados sociodemogréficos e clinicos foram obtidos pela andlise dos
prontudrios eletrénicos dos pacientes, nos quais constavam as avaliaces meédicas
nas consultas e as solicitacfes das coletas de swabs nasoorofaringeos. Abaixo esta

descrito o método de coleta por swab que foi utilizado para obtencdo das amostras:

1. Foi utilizado swab de Rayon estéril;

2. A fossa nasal dos pacientes foi examinada com o intuito de verificar a
presenca de secrecdes. O objetivo do swab é colher um esfregaco de células
e néo secrec¢do nasal;

3. Deslocando a ponta do nariz para cima com o dedo polegar e inclinando-se a
cabeca do paciente, o swab era introduzido na cavidade nasal (cerca de 5
cm), direcionando-o para cima (dire¢cao dos olhos), com uma angulacdo de
30° a 45° em relag&o ao labio superior. E importante certificar-se que o swab
ultrapassou superiormente o corneto inferior atingindo o meato meédio, como

descrito na figura 4;
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Figura 4 — Método para coleta de swab nasofaringeo. Botucatu, 2022.
Fonte: Lacen-RS. 2018

4. Ap6s a introducdo, o coletor era esfregado com movimentos circulares
delicados, pressionando-o contra a parede lateral do nariz (em direcdo a
orelha do paciente). Em seguida, era removido o coletor do nariz do paciente
cuidadosamente e introduzido, imediatamente, no tubo com solucao
fisiolégica. Foram colhidos swabs nas duas narinas (um swab para cada
narina) °°.

As amostras coletadas foram armazenadas em freezer a -80°C para
conservacao e posterior processamento.

A partir, de amostras da nasoorofaringe de 57 pacientes soropositivos
para HIV foi extraido o material genético utilizando-se o Kit Biopur extracdo mini spin
virus DNA/RNA 2.0 com modificacdes.

O Apéndice 1, mostra as adaptacOes realizadas, que envolvem alteracao
no tempo de lavagem, especificamente com o tampdao de lavagem 2 para uma etapa
mais longa e com menos manipulacdo dessa amostra. Além disso, na etapa de
eluicdo, foi utilizada agua livre de enzimas DNase e RNase.

Apés a extracdo, foi realizada a amplificacdo simultdnea de DNA/RNA por
transcricdo reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) para cada
amostra individualmente, seguindo as condi¢des de ciclagem: uma vez a 25°C por 5
min; uma vez a 50°C por 20 min; uma vez a 95°C por 5 min; 45 vezes a 95°C por 30-
60 s e uma vez a 8°C >°,

Na etapa de PCR também foi realizada adaptacdo que envolvia a
utilizacdo de 5 pL do produto extraido.

Apés etapa de RT-PCR, realizou-se a hibridizacdo reversa por dot blot
com sondas especificas imobilizadas para cada patégeno, em um chip que é

composto por uma membrana de nylon (tecnologia Flow Chip). O kit de deteccéo
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utilizado para os alvos gendémicos foi o Kit Multiplex PR24 Flow Chip automatizado —
24RX. O aparelho Hybrispot 12 PCR AUTO apresenta um painel de 21 virus e trés
bactérias, portanto, permitindo a deteccdo de até 24 patdogenos causadores de
infecgbes respiratérias em uma uUnica amostra, sendo eles, Adenovirus humano,
Bocavirus humano, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Coronavirus
229E, Coronavirus HKU1, Coronavirus NL63, Coronavirus OC43, Coronavirus
SARS-CoV-2, Coronavirus SARS-like, Enterovirus, Metapneumovirus humano,
Mycoplasma pneumoniae, Rinovirus humano, Virus Influenza A, Virus Influenza A
subtipo H1N1, Virus Influenza A subtipo H3, Virus Influenza B, Virus Parainfluenza
1, Virus Parainfluenza 2, Virus Parainfluenza 3, Virus Parainfluenza 4, Virus Sincicial
Respiratério A e B, °°,

O equipamento Hybrispot, figura 5, € uma plataforma totalmente capaz
de automatizar todos os processos de amplificacdo, desnaturacdo e hibridizacéo
através do vacuo vertical e temperaturas controladas. A plataforma é baseada na
tecnologia DNA-FLOW, que oferece um sistema de diagnéstico para andlises
rapidas e simultdneas de varios biomarcadores, tanto de DNA quanto de proteinas,
por dot blot reverso. Esta tecnologia permite que as moléculas alvo atravessem a
membrana de nylon no chip através do fluxo vertical para hibridizar com suas
sondas complementares imobilizadas nessa matriz porosa em um ambiente

tridimensional, em oposicao a hibridizacdo em uma superficie convencional >°.
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Zona l-PCR Zona 2 — Hibridizagéo

Figura 5: Equipamento Hybrispot 12 PCR AUTO (arquivo do Laboratério de
Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu). Botucatu, 2022.

Apds 0 ensaio (aproximadamente 3 horas e meia), os chips foram
analisados a olho nu por meio da leitura visual da marcagdo na membrana de nylon
e, posteriormente os resultados foram validados, figura 6. Todo o processo de
validacdo foi realizado no préprio aparelho, fazendo as devidas correcbes e
eliminacdo de possiveis resultados errbneos, como por exemplo, a presenca de

algum artefato na membrana do chip que poderia levar a um resultado falso.
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Figura 6: Chip com sondas marcadas ap0s etapas de RT-PCR e hibridizacédo
reversa (arquivo do Laboratorio de Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu). Botucatu, 2022.

Com os dados obtidos, uma andlise descritiva inicial foi feita com o
calculo de médias, desvios-padrdo, valores minimo e maximo, e medianas para
variaveis quantitativas e frequéncias e percentuais para varidveis categorizadas.
Comparacbes de médias para variaveis quantitativas para ocorréncia de SARS-CoV-
2 ajustando um modelo Poisson ou binomial negativa em caso de extra variagao
seguido do teste de comparacdo multipla de Wald. As associacfes para variaveis
categorizadas e ocorréncia de SARS-CoV-2 e VSR foram avaliadas pelo teste qui-
quadrado ou exato de Fisher. O mesmo teste foi aplicado para sintomas.

Em todos os testes foi fixado o nivel de significAncia de 5% ou o p-valor
correspondente. Todas as analises foram feitas utilizando o programa SAS for
Windows, v.9.4.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidos 57 pacientes avaliados previamente para caracterizacao
clinica pelo médico assistente e enquadrados nos critérios de inclusdo. Todos
apresentavam quadro indicativo de sindrome gripal, composto de febre, tosse
(produtiva ou n&o), dispneia etc.

Dos pacientes estudados, a maioria, 32 (56,2%), era do sexo masculino.
A mediana da idade foi de 42 anos, variando de 21 a 68. As caracteristicas clinicas e

sociodemogréficas dos pacientes estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficas dos 57 pacientes que vivem com

HIV/aids, com quadro gripal, incluidos no estudo. Botucatu, 2022.

Variaveis N %
Mediana da idade (anos) 42

Sexo masculino 32 (56,2)
Sexo feminino 25 (43.,8)
Uso de é&lcool 09 {(15,7)
Uso de tabaco 18 (31.,5)
Uso de drogas ilicitas 09 (15,7}
*Deteccdao viral 36 (63,2)
**Deteccao dos trés virus estudados 27 (47.5)

* Deteccdo viral: diferentes virus do painel
** Deteccéio de SARS-CoV-2, influenza e virus sincicial respiratério

Em 36 (63,2%) pacientes houve deteccdo de algum virus do painel de
patégenos e em 21 (36,8%) nao foram identificados quaisquer patégenos.

Nota-se, portanto, que na casuistica estudada, composta somente de
pessoas que vivem com HIV/aids que se apresentavam com quadro gripal, houve
maior ocorréncia do SARS-CoV-2 (31,5%), seguido do VSR (14,0%). O virus
influenza encontrado em apenas um (2,0%) paciente, foi do subtipo H3N2, como

visto no grafico 1.
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Gréafico 1 - Ocorréncia de infeccbes causadas pelos virus SARS-CoV-2, virus
sincicial respiratério (VSR) e influenza, em 57 pacientes que vivem com HIV/aids,

com quadro gripal, incluidos no estudo. Botucatu, 2022.

Durante a realizacdo do estudo, trés pacientes evoluiram a o6bito em
funcdo de complicacbes e/ou comorbidades presentes: tabagismo, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, quadro neurolégico progressivo e tuberculose em tratamento.
Esses pacientes estavam em esquema de TARV com carga viral plasméatica do HIV
indetectavel e contagens de células T CD4+ acima de 350/mm?.

Os trés pacientes que evoluiram a Obito apresentaram quadro respiratorio
com piora progressiva, com necessidade de suporte ventilatério em todos eles.
Apesar de ndo terem sido detectados o SARS-CoV-2 e outros virus respiratorios
analisados no painel de patdégenos, é importante lembrar que dada a situacao clinica
sugestiva de infeccao viral, ela possa ter ocorrido por algum outro patégeno nao
identificado. Ressalta-se que néo foi possivel realizacdo de necropsia dos pacientes.

A maior propor¢cdo de SARS-CoV-2 em comparagdo aos outros virus,
pode ser justificada pela condicdo pandémica dessa infeccdo em todo mundo,
incluindo a cidade de Botucatu.

N&o houve associacao entre a ocorréncia de detectados e nao detectados
entre SARS-CoV-2 e VSR em PVHA (p = 0,085), conforme mostrado no grafico 2.
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Gréafico 2 — Associacdo entre a ocorréncia de SARS-CoV-2 e VSR para detectados

e nao detectados. Botucatu, 2022.

Teste exato de Fisher (p = 0,085).
Legenda: VSR - virus sincicial respiratdrio; SAR-CoV-2 — corona virus; Detectado e Nao-detectado.

No entanto, é importante ressaltar a deteccdo de VSR em sete individuos
com predominio do tipo B, superando os casos de influenza. Esse resultado
corrobora os Ultimos dados dos boletins epidemioldgicos °6:°7 publicados em 2022,
indicando que o VSR é considerado o segundo principal causador de sindrome
respiratdria aguda grave no Brasil, estando atras apenas do SARS-CoV-2.

A seguir, no gréfico 3, podem-se observar o0s principais sintomas
encontrados no grupo de 27 pacientes que se apresentaram com quadro gripal, com
detecgcdo de SARS-CoV-2 e VSR.
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Gréafico 3 — Principais sintomas clinicos reportados pelos 27 pacientes que vivem
com HIV/aids, com deteccédo dos virus SARS-CoV-2 e sincicial respiratorio, incluidos

no estudo. Botucatu, 2022.

N&o houve associacdo entre 0s sintomas presentes em pacientes
detectados para SARS-CoV-2 e VSR (p = 0,8851) nesse grupo de PVHA.

Dada a condicdo de pandemia e por se tratar de um grupo de risco, todos
os individuos que apresentavam algum sintoma, Unico ou mudltiplo, que
correspondesse a quadros gripais, eram orientados a buscar atendimento e realizar
testagens para diagnéstico de covid-19.

Considerando a heterogeneidade clinica da covid-19 em diferentes
individuos, mesmo sadios e sem histérico de comorbidades, as PVHA amparam-se
de sua condicdo de imunossupresséao visando a vigilancia e o controle de infeccbes
respiratérias. A suspeita de uma provavel infeccdo pelo SARS-CoV-2 facilitou o
diagndstico de outras infecgdes virais que cursam com quadros gripais ou resfriados
comuns, que em outras épocas passariam despercebidas ou sem as devidas
importancias, clinica e epidemioldgica 30-3°.

Observou-se a ocorréncia das principais comorbidades presentes nos 27
pacientes nos quais foram detectados ambos os virus: SARS-CoV-2 e VSR,

conforme mostrado na tabela 2.
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Tabela 2 — Principais comorbidades reportados pelos 27 pacientes que vivem com
HIV/aids, com deteccdo dos virus SARS-COV-2 e sincicial respiratorio (VSR),
incluidos no estudo. Botucatu, 2022.

Comorbidades SARS-CoV-2 VSR
N (%) N (%)

Diabetes 1(5,9)

Obesidade 1(5,5) 1(1)

Hipertensao 1(5,5)

Neoplasia 1(5,5)

Alguns pacientes apresentaram histérico de comorbidades no grupo com
detecgédo de SARS-CoV-2. Por outro lado, apenas um caso (14,3%) de infeccao por
VSR apresentou obesidade. Esta claro que a covid-19 associa-se a uma gama maior
de comorbidades que aumentam o risco de doenca mais grave ou morte 2139, Logo,
a infeccdo de SARS-CoV-2 entre PVHA com associacdo de comorbidades, tende a
piorar o desfecho desse individuo 32 45,

Também foram avaliados o uso ou ndo de TARV neste grupo de 57

pacientes, no momento da inclusdo no estudo, como podemos ver no grafico 4.
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Gréfico 4 — Frequéncia de uso regular, abandono e reintroducdo da terapia

antirretroviral dos 57 pacientes que vivem com HIV/aids. Botucatu, 2022.

Dentre os 57 pacientes, 73,7% (42) estavam em uso regular da terapia
antirretroviral, enquanto 2,0% (7) abandonaram o tratamento e, 14,0% (8) tiveram
seu tratamento reintroduzido. E importante ressaltar o papel da TARV na reducéo e
controle virolégico adequado e, por conseguinte, a recuperacéo imune das PVHA 45,

além de diminuir a susceptibilidade a infeccbes oportunistas.
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6. LIMITACOES DO ESTUDO

Houve problemas técnicos de padronizacdo de testes, uma vez que o
equipamento utilizado para realizacdo das técnicas (Hybrispot) apresentou
contaminagao e, portanto, resultados divergentes, o que atrasou em alguns meses
até resolucao do problema. Além disso, a pequena casuistica aqui estudada, nao

demonstra representatividade da populacéo total de PVHA no Brasil.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel determinar a alta ocorréncia de infec¢des pelo SARS-CoV-2
e VSR em pessoas que vivem com HIV/aids, aqui estudadas, ndo havendo diferenca

nos sintomas referentes a cada uma das infeccdes.
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APENDICE 1

PROTOCOLO DE EXTRACAO DAS AMOSTRAS

BIOPUR KIT EXTRACAO MINI SPIN VIRUS DNA/RNA 2.0
(Adaptado pelo Laboratorio de Biotecnologia Aplicada — LBA)

Preparo dos Tamp®es/verificacdes

1) Verificar se foi adicionado 28 mL de Etanol PA no tampéo de Lavagem 1 (O frasco vem
com 28 mL de tampéo de lavagem 1).

2) Verificar se foi adicionado 84 mL de Etanol PA no tamp&o de Lavagem 2 (O frasco vem
com 36 mL de tampé&o de lavagem 2).

Preparo do Carrier (Carreador de RNA)

1) Adicionar 1.0 mL de tamp&o de eluicdo (que vem no kit de extragdo) no tudo de
Carreador de RNA e homogeneizar vigorosamente.

2) Aliquotar 15 pL do carreador diluido em tubos de 1.5 mL, acondicionar em
caixa/soroteca e armazenar a -20°C.

Extracdo de DNA/RNA

1) Adicionar 200 pyL de Tampéo de Lise VL e 50 yL de Proteinase K em um tubo contendo
previamente 15 uL de carreador de RNA.

2) Adicionar 200 uL de amostra (amostra de swab), homogeneizar vigorosamente e
incubar a 65° C por 10 minutos.

3) Centrifugar (spin) rapidamente para remover as goticulas da tampa do tubo.

4) Adicionar 280 pL de etanol PA e misturar por inversao rapidamente.

5) CRITICO: Centrifugar (spin) rapidamente para remover as goticulas da tampa do tubo.
Obs. essa centrifugacao deve ser muito rapida, geralmente 1 a 2 segundos.

6) Transferir todo o volume para uma coluna, centrifugar 5.000g x 1 min. e descartar o
filtrado.

7) Adicionar 500 yL de Tampéao de Lavagem 1, centrifugar 5.000g x 1 min. e descartar o
filtrado.

8) Adicionar 500 pL de Tampéao de Lavagem 2, centrifugar 5.000g x 1 min. e descartar o
filtrado.

9) Adicionar novamente 500 pL de Tampé&o de Lavagem 2, centrifugar 14.000g x 3 min. E
descartar o filtrado.

10) Transferir a coluna para um tubo de 1.5 mL e manter a coluna com a tampa aberta para
evaporar qualquer residuo de alcool.

11) Adicionar no centro da coluna 60 pL de agua livre de DNAse/RNAse e incubar por 2
minutos a temperatura ambiente.

12) Por fim, centrifugar a 50000 x 1 min. e descartar a coluna.
O DNA/RNA pode ser utilizado imediatamente ou estocado a -20°C.

PCR - XGEN MULTI PR-24 FLOW CHIP

1) Separar dois tubos por amostra, um transparente e outro amarelo. (a reagdo ocorre
em dois tubos de PCR por amostra).

2) Adicionar em cada tubo 25 pL de 4gua livre de DNAse/RNAse e em seguida 5uL do
DNA/RNA extraido. Nao é necessario homogeneizar.
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ANEXO 1

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

UNESP -FACULDADE DE 4 Plabaforma
MEDICINA DE BOTUCATU \r%mﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COVID-19 E ALEM ESTABELECIMENTO DE UM
OBSERVATORIO DE SINAIS PRECOCES DE DOENCAS
POTENCIALMENTE PANDEMICAS E EMERGENCIAS
DE SAUDE PUBLICA DE RELEVANCIA

INTERNACIONAL

Pesquisador: Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Area Temética:

Versao: 3

CAAE: 39858420.3.0000.5411
Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP

Patrocinador Principal: JBS S/A
DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.538.561

Apresentacao do Projeto:

A proposta é constituida por dois Eixos. Proposta de uma abordagem da COVID-19
baseada em dois eixos de vigilancia. No primeiro, propde-se a criacdo de duas
estruturas para vigilancia avancada mundial de doencas de potencial pandémico,
baseadas na mineracdo de dados em internet e redes sociais, além de sites
governamentais, bases de artigos cientificos indexados e preprint e listas de
discussédo de especialistas (ex.: ProMED). O objetivo dessa proposta é detectar,
amplificar e avaliar consisténcia de sinais ultra precoces de alteracdes na
epidemiologia de doengas infecciosas (ex.: comentarios em redes sociais, busca por
medicamentos na rede de computadores, noticias de jornais, entre outros). A
metodologia é baseada em data mining aplicada continuamente a grandes bases de
dados (big data), seguida por construcéo de simulagdes computacionais de evolugao
temporal e espacial. O eixo serd constituido de seguimento continuo de diversas
coortes (Profissionais da saude envolvidos ou ndo envolvidos em atendimento a
pacientes com COVID-19 e/ou outras sindromes gripais; Pessoas vivendo com
HIV/AIDS; Pacientes com pneumopatias; Pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva; Pacientes renais crbnicos; pacientes reumatolégicos com e sem uso de
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antimalaricos) totalizando cerca de 4.000 sujeitos. Estes serdo semanalmente
abordados para a ocorréncia de sintomas gripais e, em caso positivo, submetidos a
painel diagnéstico molecular para diversos virus respiratérios (entre eles
coronavirus, influenza virus, virus sincicial respiratério, rhinovirus, adenovirus etc.).
Uma vez identificados virus de relevancia clinico-epidemiolégica, proceder-se-a o
sequenciamento gendmico total, com avaliacdo de mutacdes por processos de
bioinformética. Os dois eixos do projeto propdem um dialogo continuo com as
autoridades de saude publica em niveis de Estado, pais e mesmo internacionais.

Situacéo do Parecer

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N3o



BOTUCATU, 12 de Fevereiro de 2021

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador(a)
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