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1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

Asma é uma doenga inflamatdria crénica das vias aéreas inferiores caracterizada pela
hiper-responsividade das mesmas e pela limitagao variavel do fluxo aéreo, sendo geralmente
reversivel (1-3). Trata-se de uma doenga muito comum que afeta aproximadamente 7-10% da
populagdo. Segundo dados do International Study for Asthma and Allergies in Childhood

(ISSAC), a prevaléncia no Brasil situa-se em torno de 20% (4).

A asma afeta uma parcela significativa da populacdo, com elevado custo social e
econbmico, pois é responsavel por um grande numero de atendimentos de urgéncia, com

aproximadamente 350.000 internacdes hospitalares no Sistema Unico de Saude (SUS) por ano
(5).

Em 1996, o gasto com internagao por asma foi de 76 milhdes de reais, o correspondente

a 2,8% do gasto anual total (6).

No Brasil, os estudos para avaliar a taxa de mortalidade sdo poucos. Em Sao Paulo, em
1997, foram avaliadas as taxas de mortalidade em individuos de 5 a 34 anos, durante 5 anos.
Foi encontrado um aumento da mortalidade passando de 0,2 6bitos/100.000 para 0,6

Sbitos/100 (7).

As exacerbagbes da asma estdo associadas com fatores precipitantes de diversas
naturezas. A exposi¢ao aos alérgenos inalatérios, principalmente mofo, pélen e acaro da poeira
domiciliar, tém merecido muita atengdo como desencadeantes da asma extrinseca (8). Outros
fatores precipitantes importantes sdo: a exposigdo ao frio, exercicio, drogas, poluigdo
atmosférica e mudancgas climaticas (9). Além disso, as infecgbes do trato respiratorio também

tém sido associadas como importante fator das crises asmaticas agudas (8-11).

O papel das viroses respiratorias pode ter dois efeitos relatados na asma: primeiro,



existe crescente evidéncia de que infecgbes graves na infancia, alteram o desenvolvimento e a
fisiologia do pulmao; segundo, infecgdes com virus respiratérios precipitam sintomas de
exacerbacbes em criangas e adultos que estavam com a asma estabilizada. O mecanismo pelo
qual isso acontece é através da replicagao viral em células epiteliais, ativando a cascata de
inflamagao e envolvendo granulécitos e macréfagos (9;12). Estudos sugerem que a importancia
da infecgao viral tem sido subestimada como fator desencadeante da agudizagcado da asma, o
que ocorre principalmente devido a limitagdo da metodologia diagnéstica disponivel para

identificar os virus respiratérios (9;13;14)

O uso de novas técnicas de diagndstico, pesquisa por reagao em cadeia da polimerase
(PCR), tem elevado a frequiéncia de infec¢des virais em adultos e criangas com exacerbacgéo da
asma. Em estudo realizado com criangas de 9 a 11 anos, foi visto que a infecgao viral aumenta
a reatividade das vias aéreas sendo responsavel por 80% da prevaléncia dos episddios de
asma aguda nesta faixa etaria (14;15). Em adultos, o papel da infecgédo viral como causa da
exacerbacdo da asma ainda nao esta muito bem definido. Estudos, para a identificagdo de virus

respiratorio associado a crise asmatica, demonstram a variagdo de 0% a 60% (9;16-18).

A freqliéncia de viroses respiratérias na exacerbacdo da asma depende diretamente da
metodologia aplicada. Algumas técnicas, como isolamento viral com aumento da carga viral,
podem melhorar a sensibilidade do teste de imunofluorescéncia, mas sao de dificil realizacao e

nao estao disponiveis em nosso meio (19;20).

Existe também dificuldade em identificar mesmo as viroses mais frequentes, pois alguns
virus tém diferentes graus de estabilidade. O virus sincicial respiratério (VSR), por exemplo, é
particularmente sensivel ao congelamento e os rinovirus apresentam uma cultura de baixo
rendimento. Os parainfluenza virus sao tradicionalmente isolados em cultura em células
primarias e os coronavirus necessitam de cultura em o6rgdos de animais. Assim, sao

consideraveis as diferengas laboratoriais quanto a identificagdo dos virus respiratorios (21).



A incidéncia de virus respiratorios como fator desencadeante de asma aguda em
pacientes atendidos na sala de emergéncia ndo tem sido estudada em nosso meio. Desta
maneira, a elucidacdo do papel dos precipitantes na asma aguda grave contribuiria para
otimizar o manejo da prevengao desta doenca (22). O objetivo deste estudo foi avaliar a
prevaléncia de virus respiratério em pacientes atendidos por asma aguda no setor de adultos
do Servico de Emergéncia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), estudando as
associagdes entre as caracteristicas clinicas e a presenca destes virus e verificando a

sazonalidade dos virus respiratorios identificados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DEFINICAO DE ASMA

A definicdo e caracterizagdo da asma como uma doenga tem sido objeto de varias
conferéncias mundiais e varios estudos nas Ultimas décadas, sempre em busca de uma

expressdo de consenso.

Em 1958, o Ciba Foundation Guest Symposium propés a primeira definicao (23): “asma
refere-se a condicdo que determina em certos individuos um estreitamento brénquico
generalizado, com mudangas na gravidade do seu quadro em curtos periodos de tempo,
podendo regredir espontaneamente ou sob tratamento, ndo sendo determinada por doenca
cardiovascular. A caracteristica clinica é a presenca de dispnéia, que pode ser paroxistica ou
persistente, com sibilos e na maioria dos casos reversivel apés o uso de broncodilatador,

inclusive corticoides”.

Embora as manifestagdes macroscopicas classicas da asma fatal (hiper-insuflagéo,
edema e hipersecregdo de muco) ja houvessem sido observadas por patologistas, a descricéo
histopatoldgica do quadro inflamatério da asma foi relatada pela primeira vez em estudos de

autopsia em casos agudos fatais na década de 60 (24).

Com o advento da fibrobroncoscopia e suas técnicas associadas (lavado bronco-
alveolar, escovado brénquico, biépsia endobrénquica, e bidpsia transbrénquica), os avangos na
biologia celular e com a introdugdo de novas tecnologias, tornou-se possivel, nos ultimos 15
anos, conhecer melhor a biologia pulmonar, a complexidade da inflamagao, os mecanismos
imunolégicos e os processos de injuria e reparagao, envolvidos na patogénese da asma. Com

estes procedimentos teve-se a oportunidade de reconhecer e avaliar os varios tipos de células,
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inumeros mediadores quimicos, proteinas e enzimas envolvidas na asma leve e moderada,

passando a definicao de asma a abranger, também, o nivel celular-molecular (25;26).

Em 1995, o Global Initiative for Asthma (GINA) propés como definicdo: “asma € uma
doenga caracterizada pela inflamagdo crbénica das vias aéreas, na qual participam
particularmente mastdcitos, eosindfilos e linfocitos T. Em individuos suscetiveis, esta inflamacao
causa episodios recorrentes de broncoespamos, dispnéia, opressdo toracica e tosse
predominantemente noturna ou no inicio da manha. Estes sintomas estdo invariavelmente
associados a limitagdo generalizada do fluxo aéreo que pode reverter-se espontaneamente ou
sob tratamento. A inflamagdo esta relacionada também a hiper-responsividade brénquica a
varios estimulos alérgicos e ndo alérgicos. Seu curso clinico é caracterizado por exacerbagdes

e remissdes” (27).

O The National Education and Prevention Program (NAEPP) do The National Institute of
Health (NIH), em conjunto com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (28), recentemente
redefiniram a asma em funcao de suas principais caracteristicas: inflamagao crbénica das vias
aéreas, com pelo menos uma parcial reversibilidade da obstrucdo das vias aéreas e hiper-

responsividade bréonquica a uma variedade de estimulos.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA ASMA

No ocidente, a asma € a uUnica doenga cronica tratavel que aumenta em prevaléncia e
em numero de internagbes (29). Esse aumento ocorre em todas as classes sociais. A
prevaléncia no mundo varia de 0,7 a 18,4% da populagdo em geral, havendo variacdo deste
indice de regido para regidao e de pais para pais (30). Segundo o informe do GINA, existem

atualmente 300 milhdes de pessoas asmaticas no mundo.

Em 1998 estudo multicéntrico (Internacional Study for Asthma and Allergies in Childhood
— ISAAC) realizado em 56 paises mostrou uma variabilidade de asma ativa de 1,6% a 36,8%,
estando o Brasil em 8° lugar, com uma prevaléncia média de 20% (31). Estudos
epidemiologicos referentes & asma sao poucos no Brasil e desconhece-se a verdadeira
dimensdo da doenga nas diferentes regides do pais. Esse fato dificulta em muito o
planejamento e a execugao de programas que visem sua prevengdo. Neste mesmo estudos,
algumas cidades brasileiras (Recife, Salvador, Itabira, Uberlandia, Sdo Paulo, Curitiba e Porto
Alegre) revelam valores mais atuais sobre a prevaléncia cumulativa de asma diagnosticada. Na
faixa etaria de 6 a 7 anos, entre 13.204 criancas entrevistadas, a prevaléncia de asma oscilou
entre 4,7% e 20,7%. Na faixa etéria de 13 a 14 anos, entre os 17.555 adolescentes

entrevistados, a prevaléncia cumulativa oscilou entre 4,8% a 21,9% (31).

A taxa de incidéncia € o melhor indicador, capaz de demonstrar, dentre outros, o
aumento ou a diminuicdo de uma doencga, pois quantifica os episddios ou eventos novos,
ocorridos num periodo definido. Em nosso meio, esse tipo de estudo é raro. Durante os anos de
1975 a 1995, foi estudada a incidéncia média mensal de crises de asma e de hospitalizacbes
por asma, em Santo André (SP). Em criangas atendidas nas unidades assistenciais observou-

se uma elevagao significativa, indo de 35,57/10.000 criangas atendidas em 1975, para
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43,38/10.000 criangcas em 1994; e nos postos de saude 42,25/10.000 criangcas atendidas em

1975, para 64,49/10.000 em 1995 (31;32).

Segundo o banco de dados, do Ministério da Saude do Brasil, ocorrem anualmente de
300.000 a 350.000 internagcbes por asma, constituindo-se na terceira ou quarta causa de
hospitalizagéo pelo Sistema Unico de Saude (SUS), conforme o grupo etario considerado. Na
faixa dos adultos jovens, de 20 a 29 anos de idade, tornou-se até a primeira causa de
internagdo. A taxa aumenta quando as comunidades passam a adotar um estilo de vida

ocidentalizado e se tornam urbanizadas (7).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ocorreram 180.000 mortes por asma,
em 1997. No Brasil, ocorrem anualmente, em média, 2.500 ébitos por asma e o coeficiente
global de mortalidade no periodo 1980/1991 decresceu de 1,93 mortes por 100.000 habitantes,
para 1,16 por 100.000. A partir de 1992, a tendéncia tem sido de elevagéao, partindo de 1,36 e
chegando a 1,58 por 100.000, em 1995. Em 1996, caiu para 1,36 por 100.000 (6). No Rio
Grande do Sul, a mortalidade geral por asma é de 0,004 a 0,689/100.000, entre os anos de

1995 a 1999 (33;34).

Varios estudos demonstram a associagao entre alta morbidade/mortalidade em areas
geogréficas de baixo perfil socioecondmico (35). Areas de pobreza tendem a apresentar grande
densidade populacional com um numero maior de habitantes por domicilio e elevada
concentragdo de habitantes por prédio, havendo intensa exposigdo a alérgenos de barata, de
gato e de fungos (mofo). A asma é mais freqliente e mais grave na populagédo pobre, sendo a
mortalidade mais elevada nesta camada da populagdo. Em conseqliéncia, a admissao

hospitalar também é maior para as pessoas de condi¢ao social inferior (36;37).

O impacto sécio-econdmico da asma € muito importante, sendo a asma uma das
doencgas que mais consome recursos em paises desenvolvidos. Em termos mundiais, os custos

com asma superam os com tuberculose e com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
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(HIV/AIDS) somados. No Brasil, no ano de 1999, cada internagdo custou em média ao SUS
R$279,63, cerca de U$ 140,00, perfazendo um total no ano para todo o pais de R$
109.537.547,99 (cerca de U$55 milhdes, segundo o Ministério da Saude — 2000) (29). Os
custos diretos da asma (35-60%) incluem: programas educacionais e de saude publica, gastos
com pacientes ambulatoriais, hospitalizados, atendidos em servigos de emergéncia e unidades
especializadas(Unidade de Tratamento Intensivo), utilizacdo de ambuléncias, honorarios
médicos, de enfermagem, fisioterapia e terapia ocupacional, gastos com medicamentos e testes
para alergia, despesas com equipamentos e exames laboratoriais, remuneracdo de

tratamentos, com complicagdes a curto e longo prazos e investimentos em pesquisas (29).

Os custos indiretos (40-65%) incluem o absenteismo escolar e profissional, a invalidez e
a morte. Os custos mais dificeis de se avaliar sdo os relacionados a ansiedade, ao sofrimento, a

ma qualidade de vida e aos riscos futuros resultantes do absenteismo escolar (29).

As infecgdes virais tém sido implicadas como um importante fator tanto no
desenvolvimento da asma como na indugcado de suas exacerbagdes (38). A associagédo entre
infeccao viral e episddios agudos de asma foi, pela primeira vez, mencionada durante as

epidemias de gripe de 1957 e 1958 (39;40).

O risco de desenvolver asma na infancia esta relacionado a presenga da doenga nos
pais. Se um dos pais sofre de asma, o risco de a criangca desenvolver asma € de 25%. Se
ambos os pais sdo asmaticos essa taxa pode alcangar 50% (41). Cerca de 50% dos casos
iniciam-se antes da idade de dez anos (42). Varios estudos sobre prevaléncia demonstram
preponderancia na infancia (aproximadamente 8 a 10% da populagédo) com um declinio nos
adultos jovens (5 a 6%), ocorrendo uma segunda elevagdo no grupo maior de 60 anos de

idade, alcangando a faixa de 7 a 9% da populagéo (42-44).
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2.3 PATOGENIA

A caracteristica principal da asma é a inflamagdo. Contrastando com a maioria das
patologias pulmonares e de outros 6rgaos, em que ocorrem respostas limitadas de injuria e
reparagao, a inflamagao alérgica na asma se inicia na infancia e persiste ao longo da vida do

paciente acometido pela doenca (24).

A inflamacgéao bronquica é resultante de interagdes complexas entre células inflamatérias,
mediadores e células estruturais das vias aéreas (3;45;46). Esta presente em asma de inicio

recente, em pacientes com formas leves da doenga e mesmo entre os assintomaticos (47;48).

A asma é caracterizada pelo aumento da expressao de multiplas proteinas que estéo
envolvidas em uma complexa cascata inflamatéria. Essas proteinas inflamatérias incluem
citocinas, quimiocinas, enzimas que produzem mediadores inflamatérios, receptores para
mediadores inflamatorios e adesdo de moléculas. O aumento da expressdo da maioria destas
proteinas € resultado de um aumento na transcricdo genética, sendo que varios desses genes
nao sao expressos em células normais sob condigdes habituais. Mudancas na transcricao de
genes sdo reguladas por fatores de transcrigdo. Nas doengas inflamatdrias, os fatores de
transcricao ativados por varios estimulos inflamatorios (alérgenos, virus, oxidantes e citocinas)

acionam genes, determinando aumento da sintese de proteinas inflamatdrias.

A resposta inflamatdria tem caracteristicas especiais que incluem infiltragdo eosindfilica,
degranulagdo de mastdcitos, lesdo intersticial das paredes das vias aéreas e ativagdo dos
linfécitos T helper (Th2) que produzem citocinas, como as interleucinas (IL), responsaveis pelo

inicio e manutengcdo do processo inflamatério. A IL4 tem papel importante no aumento na
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produgdo de imunoglobulinas (IgE) especifica e na expressdo de receptores de alta e baixa

afinidade a IgE por muitas células inflamatoérias (49;50).

Varios mediadores inflamatorios sdo liberados pelos mastécitos brénquicos: histamina,
leucotrienos, triptase e prostaglandinas, pelos macréfagos, fator de necrose tumoral (TNF) a, IL-
6, oxido nitrico, pelos linfécitos T (IL-2,IL-3,IL-4,IL-5), fator alfa de crescimento de colbnias de
granuldcitos (GM-CSF), pelos eosindfilos, proteinas derivadas de granulos basicos, mediadores
lipidicos e citocinas, pelos neutrofilos, elastase e pelas células epiteliais, endotelina-1,
mediadores lipidicos, 6xido nitrico. Através de seus mediadores as células causam lesbes e
alteragdes na integridade epitelial, anormalidade no controle neural autonémico (substancia P,
neurocinina A) e no tbnus da via aérea, alteragdes na permeabilidade vascular, hipersecrecao
de muco, mudancas na fungdo muco ciliar e aumento da reatividade do musculo liso da via
aérea (3;51;52). Esses mediadores podem ainda atingir o epitélio ciliado, causando-lhe dano e
ruptura. Como consequiéncia, células epiteliais e miofibroblastos, presentes abaixo do epitélio,
proliferam e iniciam o depdsito intersticial de colageno na lamina reticular da membrana basal e
as lesoes irreversiveis que podem ocorrer em alguns pacientes com asma. Outras alteragoes,
incluindo hipertrofia e hiperplasia do musculo liso, elevagédo no numero de células caliciformes,
aumento das glandulas submucosas e alteragbes no depdsito/degradacdo dos componentes da
matriz extracelular, sdo constituintes do remodelamento que interfere na arquitetura da via

aérea, levando a irreversibilidade de obstrugdo que se observa em alguns pacientes (3).

2.4 FISIOPATOLOGIA DA ASMA

A inflamagdo da mucosa brénquica ocasiona limitacdo ao fluxo aéreo devido ao
aumento do fluxo sanguineo brénquico, com vasodilatagdo, congestdo e hiper-permeabilidade

micro-vascular com edema e liquido intralumial, tampdes de muco e contracdo da musculatura
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lisa peribrénquica. Este conjunto determina redugao do calibre das vias aéreas, aumento de sua
resisténcia e consequente hiperinsuflacdo pulmonar com alteragdes na relagdo ventilagao-

perfusao (53).

Testes de fungdo pulmonar auxiliam no diagnéstico e monitoramento de pacientes
asmaticos. As medidas mais comuns e simples de serem obtidas sdo as da espirometria:
capacidade vital forcada (CVF), o volume expiratério no primeiro segundo (VEF1), a relagéo
VEF1/CVF e o fluxo maximo médio expiratério forcado da capacidade vital (FMEF). Essas
medidas podem ser normais nos pacientes fora de crise, mas com a progressado da obstrucao

brénquica levam a um disturbio ventilatério obstrutivo (54).

A reducéo do calibre e conseqliente aumento da resisténcia nas vias aéreas determinam
diminuicdo de todos os fluxos expiratérios maximos, incluindo o pico de fluxo expiratorio (PFE).
Ocorre ainda diminuicdo dos volumes expirados em fungdo do tempo, oclusdao prematura das
vias aéreas, hiperinsuflagdo pulmonar, aumento do trabalho respiratério com mudangas na
performance muscular e alteragdes na relagdo ventilagdo-perfusdo com alteragdo nos gases

sanguineos (55).

Durante a crise, ocorre hiperinsuflacdo pulmonar e aumento da capacidade residual
funcional (CRF). O aumento da CRF determina consideravel mudanga na mecénica dos
musculos respiratérios, comprometendo a capacidade da bomba ventilatéria em sustentar a
respiragao espontanea. Portanto, respirar com pulmdes hiperinsuflados exige maior esforgo e,

assim, contribui para a sensagao de dispnéia (53).
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2.5. A ASMA AGUDA NA SALA DE EMERGENCIA

A asma aguda é uma emergéncia médica muito comum e corresponde a
aproximadamente 5% do atendimento no departamento de emergéncia (DE). Nos Estados
Unidos, a asma aguda representa o décimo primeiro diagnostico mais freqliente no DE.
Adolescentes e jovens adultos constituem o grupo mais frequentemente atendido (56). As
mulheres visitam mais o DE e sao hospitalizadas duas vezes mais que os homens (57;58). Nos
Estados Unidos, sédo atendidas no DE 1,5 milhdes de consultas ao ano por asma aguda, sendo

que 20 a 30% dessas requereram hospitalizacao.

Do ponto de vista econémico, em média 1 a 2% do gasto total com cuidados em saude é
gasto com pacientes asmaticos. Nos Estados Unidos, a estimativa é de que o gasto com asma
chega, aproximadamente, a 6 milhdes de ddlares por ano (59;60). A média anual de custos por
paciente asmatico com crise asmatica atendida no DE foi de 600 ddlares, comparado com 170
dolares nos asmaticos que nao tiveram exacerbagao (61). Essas estimativas indicam que visitas
ao DE e hospitalizagdes geram uma grande proporgédo de custos e representam uma area de

interesse para a otimizac&o de recursos no sistema de saude.

A progressao clinica da crise asmatica pode se apresentar de duas formas diferentes
(62). Mais frequentemente, a deterioragdo dos sintomas ocorre em horas, dias ou semanas.
Nessa situagao, a inflamagao das vias aéreas € um achado dominante. A prevaléncia desse
tipo de progressdo da crise asmatica é de 80 a 90% em individuos adultos. Menos
freqUentemente, a progressao da crise ocorre de forma rapida, em menos de 6 horas. Nessa
situacao, o broncoespasmo é o achado dominante. Alergia respiratéria, exercicio e estresse

emocional sdo os mais freqlientes gatilhos (63).
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Em muitos paises, a mortalidade da asma aumentou desde 1960 até a metade da
década de 80. Apds, atingiu um platd e, a partir da década de 90, esbogou um declinio (64;65).
Embora com baixa taxa de mortalidade, quando comparada com outras doeng¢as do pulmé&o, a
mortalidade na asma € considerada uma situagdo que seria evitavel. Ocorre tipicamente em
pacientes jovens com pobre controle da doenga, nos quais as condigdes clinicas se deterioram

gradualmente em dias e semanas, até o evento fatal (66;67).

A maioria das mortes por asma aguda ocorre em casa, no trabalho ou durante o
transporte até o hospital. O marcador mais especifico associado com o aumento do risco de
morte por asma € a histéria de repetidas admissdes hospitalares, particularmente em pacientes

que necessitaram ventilagdo mecanica (68;69).

Asma aguda €& uma emergéncia médica que deve ser diagnosticada e tratada
rapidamente. A avaliagdo da exacerbagdo constitui um processo com duas diferentes
dimensbes: uma estatica para determinar a gravidade da crise e outra dindmica para avaliar a

resposta do tratamento. (70;71).

Em geral, o diagnéstico da crise de asma aguda na sala de emergéncia se constitui em
um processo clinico rapido e facil. O paciente apresenta-se com algum grau de dispnéia,
desconforto toracico e sibilancia, as vezes acompanhados de tosse e expectoragdo. Os
sintomas apresentam duragao variavel de horas a dias, porém com exacerbacido nas ultimas
horas, o que motivou sua vinda a emergéncia. Frequentemente, ha o relato de episddios
semelhantes previamente, podendo haver identificacdo de fatores desencadeantes e descrigédo
de resposta sintomatica favoravel a medicagdes broncodilatadoras. O paciente pode, inclusive,
ja ter o diagnostico médico de asma brénquica bem definida e utilizar o armamentario
terapéutico proprio para tal circunstancia clinica (72) A gravidade da crise esta relacionada com
a gravidade da limitagao do fluxo aéreo que pode ser avaliada objetivamente pela espirometria

ou pela medida do pico de fluxo expiratério (PFE). Estes testes de fungdo pulmonar se
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constituem no padrédo aureo de avaliagdo do fluxo aéreo nestas circunstancia e sao passiveis

de uso em todos os pacientes com idade maior que 6 anos de idade (72).

Segundo estudos realizados no HCPA, substancial propor¢do dos pacientes atendidos
nos servicos de emergéncia sao visitadores frequientes e os fatores associados a estas visitas
sdo o pouco conhecimento sobre o0 manejo da asma e a nao utilizagdo do corticoide inalatério
como terapéutica de manutengdo. Os achados sugerem que a utilizagdo de programas de
educagdao em asma poderia contribuir para reduzir o niumero de visitas aos Servigos de

Emergéncia (73;74).

2.6 FATORES PRECIPITANTES DA ASMA

2.6.1 Alérgenos domésticos

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a exposi¢ao a alérgenos domiciliares é a
causa primaria de asma, particularmente em criangas e adultos jovens (8;75). Mais
recentemente, estudos em regides climaticas com alta e baixa exposi¢cao a antigenos de acaros
demonstraram a importancia de outros alérgenos domésticos, particularmente aqueles
derivados de gatos, cdes e baratas (10;76;77). Estudos demonstraram correlagcdo entre
quantidade de antigeno de acaro no domicilio e gravidade da asma, avaliada pelo grau de
hiper-reatividade brénquica e variacao do PFE. A diminuigdo da carga alérgica intradomiciliar
constitui-se, portanto, na primeira linha antiinflamatéria no tratamento da asma (8). Oitenta por

cento das criangas asmaticas e 40-50% dos adultos asméaticos s&o atdpicos (11;75;78).

Na crise da asma alérgica, as células dendriticas sao as principais células apresentadoras

de antigenos e s&o as uUnicas a ativar as células T naives. Derivam do precursor CD35+ da
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medula 6ssea, e correspondem a 0,2% dos leucécitos no sangue, onde transitam por curto
espacgo de tempo. Encontram-se em varios tecidos, particularmente na pele e nas mucosas.
Produzem um alto nivel de proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
Classe Il e a proteina co-estimuladora B-7, estando presentes em grande numero no epitélio e
submucosa das vias aéreas superiores e inferiores (1). As células dendriticas participam na
sensibilizagdo alérgica primaria e secundaria. Durante a resposta primaria, as células
dendriticas provenientes da medula 6ssea sdo atraidas por quimiocinas inflamatérias até os
tecidos, onde capturam os antigenos. O reconhecimento do alérgeno constitui um sinal de
alerta, que induz a maturacao destas células dendriticas. Nos linfonodos as células dendriticas
se agrupam. Caracterizamdo-se pela expresséo constitutiva das moléculas do (MHC) classe I,
e moléculas co-estimuladoras. Atraem e interagem com células T naives para induzir uma
resposta imune primaria, gerando células Th2 efetoras e células T reguladoras que controlam a

sintese de IgE pelos linfocitos B.

2.6.2 Asma ocupacional

A asma ocupacional é aquela induzida por agentes inalaveis, particulares a um dado
ambiente de trabalho, na forma de gases, vapores ou fumos. Sua prevaléncia ndo é conhecida
no Brasil (79). O mecanismo mais frequente & a sensibilizagdo, mediada principalmente por
anti-corpos IgE. Mas também pode ser causada por mecanismo farmacolégico ou irritativo. A
atopia é um fator predisponente para a sensibilizagdo a agentes de alto peso molecular (>1.000
daltons) e o tabagismo para a sensibilizagdo a alguns agentes de baixo peso molecular, como

os anidridos acidos (80).

Ja foram descritos mais de 200 agentes capazes de causar asma ocupacional. Uma lista

extensa dos agentes esta disponivel na literatura, entre eles animais de laboratério, poeira de
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farinha, enzimas, produtos farmacéuticos, anidridos acidos, metais como niquel, cromo, platina,

zinco, vanadio, cobalto, aluminio, além de formaldeido, PVC e polipropileno (81).

O diagnostico € dado na histéria clinica compativel, como melhora sintomatica em
muitos casos, apos dias ou semanas de afastamento e piora durante a jornada de trabalho ou
nas semanas de trabalho; Presencga de agente conhecidamente causador de asma ocupacional
no ambiente de trabalho; Exposicdo a esse agente por tempo suficiente; Teste de funcao
pulmonar que mostre obstrugdo das vias aéreas apds exposigcdo ao agente. A condigdo
asmatica geralmente se desenvolve quando o trabalhador se expde a baixa concentragao do

agente causador (82).

2.6.3 Doenca do refluxo gastroesofagiano

O refluxo gastroesofagiano (RGE), causado por relaxamento anormal do esfincter
esofagiano inferior, € mais freqiente em asmaticos do que na populagdo em geral. Entretanto,
nem sempre pode estabelecer-se uma relacdo causal entre ambos. O RGE €& um
desencadeante potencial da asma. O tratamento agressivo anti-refluxo pode melhorar os
sintomas de asma e a funcido pulmonar em pacientes selecionados. RGE silencioso deve ser
considerado em asmaticos de dificil controle (83). A relagcao entre RGE e asma é complexa. O
RGE pode piorar a asma por via reflexa, pela presenga de acido no eséfago distal, por micro-
aspiragdo para as vias aéreas e por aumento da reatividade bronquica, demonstravel apds o
refluxo. A asma por sua vez, facilita a o RGE pela hiper-insuflacdo e tosse, sendo que a teofilina

pode facilitar RGE (84).
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2.6.4 Asmainduzida por exercicio

A asma induzida por exercicio (AIE) € uma condigao particular na qual a atividade fisica
vigorosa desencadeia um estreitamento agudo das vias aéreas em pessoas com reatividade
brénquica aumentada. Tipicamente, a AIE ndo ocorre durante o exercicio e sim dentro de
poucos minutos depois de completado o esforco fisico. No inicio do exercicio, por liberagcédo de

catecolaminas, ha broncodilatagao (85).

A AIE ocorre em 70-90% dos pacientes com asma. E mais comum em criangas devido a
ser o0 exercicio usual nessa idade. A variagao de incidéncia em testes laboratoriais € justificada
pelas diferengas na selegao dos pacientes (gravidade da asma), tipo de exercicio empregado
no teste de desencadeamento (corrida livre, esteira ou bicicleta ergométrica), critérios utilizados
na demonstragdo da broncoconstricdo e uso de medicagdo broncodilatadora previamente ao
desencadeamento. A reatividade brénquica aumentada ao exercicio em criangas e
adolescentes assintomaticos néo prediz o desenvolvimento subseqiente de asma sintomatica

(85:86).

Alguns pacientes com AIE, ao término do exercicio, desenvolvem sintomas classicos,
como tosse, dispnéia e sibilancia. Nesses, muitas vezes, o diagndstico de AIE € estabelecido
através da histodria clinica. Outros podem queixar-se somente de tosse ao final do exercicio ou
de falta de ar, desproporcionais ao exercicio executado. Esses ultimos devem ser avaliados em
laboratério, mediante execugao de prova de broncoprovocagdo, para que o diagnéstico possa

ser adequadamente confirmado (87).
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2.6.5 Infecgdes

Os virus respiratérios humanos, especialmente aqueles que causam resfriado comum
(rinovirus e coronavirus), sdo as maiores causas de exacerbacao da asma. Os rinovirus afetam

pacientes de todas as idades, seguido pelo parainfluenza e pelos adenovirus (9;14;88).

As crises asmaticas desencadeadas por virus respiratorios podem ser graves e resultar
em internagdes. Os diferentes agentes etiologicos variam conforme o periodo etario do
pacientes. No primeiro ano de vida, predominam as infecgbes pelos VRS, parainfluenza 1,2 e 3
e adenovirus. Entre um e cinco anos, predominam o VRS, o parainfluenza 1 e 2 e influenza A e
B. Entre seis e quinze anos, predominam o Mycoplasma pneumoniae, o virus influenza Ae B e
o rinovirus. Em lactentes, infecgbes pelo VRS freqiientemente levam a sibilancia. Fatores de
risco para essa situagao incluem exposi¢ao a fumaca de cigarro e ser do sexo masculino. Com
0 crescimento, os episodios de sibilancia diminuem, devido ao desenvolvimento pulmonar e
melhora da imunidade. Mais de 50% das criangas que desenvolvem infecgcbes com VRS na

infancia irdo ter episddios posteriores de sibilancia (89).

A sintese aumentada de anticorpos IgE caracteriza as doencas alérgicas e esta
intimamente relacionada a maior atividade do sistema de células Th2. Em individuos
predispostos, O VRS tem propensao a ativar o sistema Th2. Assim, além de contribuir para a
doenga no lactente, facilita o desenvolvimento da sensibilizagdo alérgica. Desse modo, a
bronquiolite € um fator de risco importante e um marcador capaz de prever o desenvolvimento

posterior de atopia (89;90).

Os mecanismos da asma induzida por infecgbes virais incluem efeitos diretos e
indiretos. Sao efeitos diretos: dano epitelial, redugdo das respostas dos beta-receptores,
sensibilizagao de terminagdes nervosas sensoriais vogais, produgao de citocinas e cininas. S&do
efeitos indiretos: estimulagéo de anticorpo IgE virus-especificos e respiragao bucal. O aumento

da reatividade brénquica pode persistir por seis semanas (91).
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Estudos sugerem que a importancia da infeccao viral tem sido subestimada como fator
desencadeante da agudizagdo da asma em adultos, o que ocorre principalmente devido a
limitagcdo da metodologia diagndstica disponivel para identificar os virus respiratérios (9;14;92).
Sabe-se que 0s asmaticos sdo mais susceptiveis a infecgdes virais respiratérias do que os nao-

asmaticos, apresentando uma resposta nitidamente mais intensa (93).

Em 1988, em estudo envolvendo pacientes adultos com exacerbagdo da asma,
pacientes em asma estavel e individuos ndo asmaticos, concluiu que as infecgdes virais estdo

implicadas como um importante fator da exacerbagao (94).

Em 1992, um estudo de revisao sobre a fisiologia e o0 mecanismo de como as viroses
precipitam os sintomas da asma sugeriu que o efeito combinado da asma e dos virus
respiratério em infecgdo respiratéria viral pode ampliar os sintomas e resultar num maior

periodo de obstrucao das vias aéreas (13).

Sintomas de asma e redugdo do PFE estdo normalmente associados ao resfriado
comum e viroses respiratorias. Quarenta e quatro por cento das exacerbagdes da asma estéo
associadas as infecgdes do trato respiratorio alto por rinovirus, coronavirus, influenza B, VRS,

parainfluenza e clamidia (9).

Um estudo feito por Sokhandan e cols. em pacientes com exacerbagado da asma na sala
de emergéncia utilizando swab nasal para isolamento viral e rapida detec¢do de antigeno por
imunofluorescéncia (IF) foi negativa em todos os pacientes, sugerindo que infecgdo viral ndo

estaria relacionada com a exacerbagao da asma (18).

Johnston SL et al estudaram criangas de 9 a 11 anos de idade e encontraram infecgéo
viral respiratéria associada a 80-85% das exacerbacbes da asma (14). Ja em adultos, para a
incidéncia de infeccbes do trato respiratério que requereram hospitalizacdo por asma foi

encontrada uma taxa de 37%, das quais 62% eram infec¢des de etiologia viral (95).
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Em Atmar RL et al, em 1998 realizaram um estudo de coorte longitudinal para associar
infeccdes do trato respiratério e exacerbagdo da asma, usando a reagdo da cadeia de
polimerase precedida pela transcrigdo reversa (RT-PCR) para Picornavirus (rinovirus),
coronavirus e influenza. Concluiram que esses agentes eram os mais freqlentes, e que a

identificagdo viral exigia novos métodos de diagnoéstico (96).

Infecgbes virais tém sido crescentemente reconhecidas como a maior causa da
exacerbagdo da asma, principalmente pela descoberta de novas técnicas para a detecg¢ao viral.
Infelizmente a habilidade para especificar o tratamento das infecgdes virais e para limitar a
mortalidade da asma associada a esses agentes ndo tem o mesmo desenvolvimento que a

tecnologia do diagndstico (97).

Estudo epidemioldgico prospectivos utilizando a técnica RT-PCR, evidenciou que 80%
das exacerbagdes de asma em criangas em idade escolar e 50% de todas as exacerbagdes em
adultos estavam associadas a infecgdes virais do trato respiratério superior, sendo o rinovirus o
principal responsavel (98). Em outro estudo também utilizando técnicas de PCR detectou virus
em 85% dos episddios de exacerbacdo de asma em criangas, sendo também o rinovirus o
agente mais importante, seguido pelo VRS que é detectado predominantemente em criangas e

nos bebés (15).

Individuo asmatico n&o tem maior risco para a infecgao viral por rinovirus que outros
individuos, mas as infecgbes respiratorias tém uma maior severidade e uma duragéo mais longa

dos sintomas (99).
Alérgenos e virus podem agir juntos na precipitagdo dos sintomas da asma aguda (100).

Tem sido evidenciado que os virus respiratorios infectam o trato respiratério baixo e que
a célula epitelial agredida da inicio a resposta imune. Esta resposta imune tem efeito anti-viral,
mas a resposta inflamatéria resultante contribui para a obstru¢cdo das vias aéreas (101).

Estudos in vivo e in vitro evidenciaram que o rinovirus pode estimular células epiteliais
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brénquicas a produzir citocinas e pro-inflamatorio, ou seja, aumentam a sintomatologia clinica e

a hiper-reatividade brénquica (102).

Pesquisa de virus respiratério realizada em criangas com crise de asma e infecgbes
virais do trato respiratério (VRTI), tendo como controle criangas com asma estabilizada sem
VRTI e criangas com infecgao viral sem diagnéstico de asma, tiveram uma taxa de infecgao alta
em criangas asmaticas, sugerindo a possibilidade de criangas asmaticas serem mais

suscetiveis a infecgao viral (103).

Para verificar a epidemiologia das viroses respiratorias foram avaliados trés grupos:
pacientes hospitalizados com asma fatal, pacientes com asma aguda e paciente com DPOC.
Picornavirus e adenovirus foram os virus mais identificados nos pacientes com asma fatal,
entretanto o virus da influenza foi o predominante em DPOC. A prevaléncia de virus respiratério

foi 59%, 41% e 61%, respectivamente, com similar propor¢do em todos os grupos (104).

2.6.6 Poluicéo

Pela presenca de inflamagao nas vias aéreas e consequientemente hiper-responsividade
brénquica, os asmaticos sdo mais sensiveis aos poluentes inalados. Os poluentes com
reconhecido efeito respiratério sdo o ozénio (03), didxido de nitrogénio (NO2), didxido de

enxofre (SO2) e material particulado (MP)(105).

Ozbnio é um poluente oxidante gerado pelos veiculos a motor e por outras emissdes
que resultam em reacgdes fotoquimicas na atmosfera. Concentragbes ambientais elevadas de 0;
se associam com aumento do numero de crises de asma. A inalagdo de 0; resulta em maior
inflamacao das vias aérea e, conseqlentemente, maior resposta apds a inalagdo de antigenos.

Inflamacgao das vias aéreas nao foi demonstrada com outros poluentes (106).
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A maior parte do NO, é gerada pela queima de combustiveis derivados de fésseis. A
principal fonte de NO, no ar externo sdo as emissdes dos veiculos a motor, mas os niveis
dentro de casa freqlientemente sdo mais elevados. As principais fontes internas de NO, sdo os
fogbes e fornos a gas, e aquecedores a querosene. Como o 0z6nio, o NO, € um poluente
oxidante, embora menos potente. O NO, também aumenta a resposta imediata com a inalacéo

de antigenos (107).

O SO, é um poluente primariamente gerado na queima de combustiveis fosseis que
contém enxofre. Tem efeito broncoconstritor potente que pode ocorrer com exposi¢des muito

leves, especialmente se a respiragdo é bucal, como em exercicios intensos. Também

potencializa a resposta a alérgenos (108).

O MP é uma mistura de substancias, freqientemente incluindo particulas sdlidas e
liquidas, particulas de origem biolégicas, tais como esporos de fungos e pdlens, e outras de
tamanho variavel. As fontes primarias sdo as usinas elétricas, fabricas de industria pesada,
fogbes a lenha e veiculos motores a diesel. Varios estudos demonstraram forte correlagao entre
MP10 e crises de asma ou quedas do pico de fluxo expiratorio seriado. Os compostos do MP
com efeitos estudados em humanos sdo os acidos sulfurico e nitrico. Combinacao de alta
temperatura, umidade e trafego pesado elevam os niveis de poluentes acima dos aceitaveis.
Asmaticos devem ser alertados para seguir as medidas de qualidade do ar e, sempre que
possivel, permanecem afastados de areas de alta poluigdo, particularmente quando estéo

fazendo exercicio (109).

A fumacga do cigarro € um dos poluentes internos mais comuns. O fumo passivo é
claramente associado com o risco aumentado de infec¢des do trato respiratério inferior em
criangas. Essas infecgbes podem ser importante fator de risco para o desenvolvimento posterior
da asma. O fumo passivo também tem efeito direto na etiologia da asma na infancia. Exposigao

passiva a fumaca do cigarro é o fator de risco previsivel para asma até hoje identificado (110).
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2.6.7 Fatores Psicossociais

Os disturbios emocionais sdo comuns entre pacientes portadores de doencgas cronicas.
Entretanto, questiona-se se a freqliéncia desses distlrbios seria maior entre os asmaticos,
sobretudo em criangas. Apesar disso, ha um consenso entre os estudiosos do comportamento
das criangas asmaticas, pelo que afirmam: 1) os fatores psicoldégicos ndo séo causa primaria de
asma e 2) os disturbios emocionais podem desencadear os sintomas, agravar as crises e

interferir na adeséao da crianga ao tratamento(105).

Os dois componentes, asma grave e fatores psicolégicos, sdo inter-relacionados.
Enquanto a doenga persiste podem aumentar os problemas emocionais, alteragdes da
personalidade podem levar a ma adesao ao tratamento e pior controle. Negacgéo ¢é frequente e

pode ser uma barreira para uso apropriado de estratégias de auto-manejo (111).

Assim, no manejo da asma deve-se avaliar se as crises sdo desencadeadas por
situagdes de estresse, se ha maior vulnerabilidade ao estresse por depresséo ou ansiedade, ou

se rupturas de vida ocorreram, como separag¢ao ou morte de parentes (105).

A asma esta, freqlientemente, associada a ansiedade e ao panico. Pacientes altamente
ansiosos ou com panico tendem a receber ou fazer tratamentos mais intensos com
brocodilatadores e corticéides e ficam mais tempo internados, independentes da funcéao

pulmonar. Crises leves de broncoespasmos podem desencadear ataques de ansiedade (112).
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2.8 DIAGNOSTICO DOS VIRUS RESPIRATORIOS

O diagndstico etiolégico de infecgdes virais é feito tradicionalmente mediante a deteccao
do agente durante a doenga, ou pela determinagdo de um aumento do titulo de anticorpos
durante a convalescenga. Tal diagnéstico € complexo, devido a grande variedade de virus, mas
foi simplificado grandemente com as metodologias atuais para a detecg¢ao direta do virus no

aspirado nasofaringeo (ANF) (113).

O isolamento em cultura celular e a identificagdo por técnica imunoquimica sao
considerados métodos de eleigdo para o diagndstico viroldgico. Entretanto, sdo métodos
custoso e relativamente lentos (as vezes leva mais de uma semana). Um encurtamento do
tempo de obtencdo de resultados da cultura viral foi obtido com a centrifugacdo a baixa
velocidade das culturas celulares inoculadas com a amostra, seguida da identificagdo posterior

por imunofluorescéncia (IF) (114).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos métodos de diagndstico direto que permitem
detectar em poucas horas a presencga de virus em amostras clinicas. Estes procedimentos sao:
a IF, tanto direta como indireta; o imunoensaio enzimatico (ELISA) de similar sensibilidade; o
imunofluoroensaio de resolugéo por tempo (TR-FIA); a PCR; e a hibridagao de acidos nucléicos.
Estes métodos podem dar um diagndstico entre as 4 e 24 horas posteriores a coleta da amostra

(21).

Os métodos sorolégicos de detecgao de anticorpos antivirais ndo sao os de eleigéo para
o diagndstico de infecgbes virais, devido a sua baixa sensibilidade e ao fato de que a resposta
imune-humoral aos virus que nao produzem viremia €, em geral, de escassa magnitude. Por

outro lado, a necessidade de usar amostras pareadas de soro, ou seja, amostras do periodo
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agudo e do periodo de convalescenga, fazem com que o resultado ndo influa na terapéutica do
paciente. De toda maneira, o diagndstico sorolégico € util em estudos epidemioldgicos, na
avaliacdo de vacinas e em ensaios de novos antivirais, nos quais é importante detectar tanto
infecgdes clinicas como subclinicas. Em geral a técnica ELISA para detectar anticorpos IgG em
soros pareados € o método soroldgico mais sensivel para diagnosticar as infec¢gdes de origem

viral (115).

2.8.1 Amostras Clinicas para diagnosticos

Para obtengao de um diagnéstico acertado € essencial a selegao adequada da amostra
e sua correta extragao, envio, conservagao e processamento. Dado que, a duragdo de excregao
do virus costuma ser breve, € importante recolher as amostras na fase aguda da doenga. Uma
amostra tardia pode levar a um resultado falso-negativo. Por outro lado, devido a relativa
freqiéncia das infecgbes contraidas no hospital com estes virus, a amostra do paciente
hospitalizado deve ser obtida no momento da admissao, a fim de evitar o dilema de atribuir o

virus encontrado a doenga que originou a hospitalizagdo ou a uma infecgao nosocomial (116).

O Aspirado nasofaringe € a amostra de eleicdo para a identificacdo dos virus
causadores das infecgdes virais, ja que prevé um numero apropriado de células infectadas. Os
ANF sao obtidos introduzindo-se uma sonda estéril nas fossas nasais do paciente, e usando-se
uma bomba de aspiragdo a vacuo ou seringa para realizar a aspiragdo da secregao
nasofaringea, que é colocada em um tubo conico estéril. A amostra fechada hermeticamente é
colocada em um banho de gelo e enviada ao laboratério de virologia para seu processamento.

N&o deve ser congelada (116).

Outras amostras que podem ser utilizadas sao os lavados broncoalveolares, nasais ou
faringeos e também os raspados, embora contenham menor niumero de células, o que os torna

menos apropriados para o diagnostico (116).
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2.8.2 Métodos Diagndsticos

O objetivo de um bom processamento das amostras € otimizar o isolamento ou a
identificagdo de qualquer virus presente nas mesmas. Em primeiro lugar, procede-se a uma
desagregacéao cuidadosa do muco. Para a detecgédo de antigenos virais pelo método de ELISA,
ou de acidos nucléicos virais pela PCR ou hibridacdo molecular, é conveniente a utilizacdo do
ANF sem centrifugar. Para a detecgao do virus por IF ou por isolamento por culturas celulares,
centrifuga-se a amostra a 4°C durante 10 a 15 minutos a 3000 g ( aceleragéo da gravidade). O
sobrenadante € utilizado para o isolamento viral em culturas de células. Por outro lado, as
células no sedimento sédo lavadas e depositadas sobre laminas, que sao fixadas em acetona

fria por 10 minutos e processados para IF(116).

A seguir descrevem-se brevemente, em separado, os métodos mencionados para a

identificagdo dos virus.

a) Isolamento em Cultura Celular

O isolamento é recomendado, se houver disponibilidade no laboratério, ja que é o
método de eleigdo quando os possiveis agentes etioldgicos sao diversos virus. As amostras
devem ser mantidas entre 4°C a 6°C, sem congelar. O material residual deve ser guardado
fracionado a -70°C ou menos no caso em que se tenha que usar a amostra original novamente

(19).

A técnica consiste em inocular uma aliquota de 0,2 mL do sobrenadante do ANF nos
distintos cultivos celulares em monocamada, dos quais se tenha retirado previamente o meio de
cultura. Depois da inoculagdo, agrega-se o meio de conservagao (sem soro fetal bovino e

contendo de tripsina, para as células sensiveis, no caso dos virus influenza e parainfluenza) e
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incubam-se entre 34° e 35°C. As culturas devem ser observadas diariamente, durante 11 dias,
para detectar o aparecimento do efeito citopatico (ECP) sobre a monocamada. Entre 4 a 7 dias
depois da inoculacido, para a deteccado de virus influenza e parainfluenza, realiza-se sobre
culturas especificas (MDCK, LLC-MK2 e outras), uma hemadsor¢do (Had) com glébulos
vermelhos de cobaias. Aquelas culturas nas quais se observa EACP e/ou Had sao processadas
para a identificagdo do virus por meio de IF. As culturas celulares primarias ou de linhagens
estabelecidas que permitem o isolamento dos distintos virus respiratérios sdo numerosas e séo

mencionadas mais adiante na descrigdo de cada virus(116).

Obteve-se um aumento na infectividade viral e um encurtamento do tempo de obtencao
dos resultados com a centrifugagéo a baixa velocidade das culturas celulares inoculadas com a
amostra do paciente, o que aumenta a sensibilidade da cultura. Depois de uma incubagéo mais
curta, a fim de permitir a replicagao, realiza-se o ensaio |F para a identificagdo do agente viral
presente. A combinagdo de ambas as técnicas demonstrou ter especificidade e sensibilidade
equivalentes ao isolamento tradicional em culturas celulares em tubos, e com uma redugao no

tempo de 10 para 2 a 3 dias (19;20).

b) Imunofluorescéncia

A IF, tanto direta quanto indireta, € uma técnica simples que permite a rapida
identificagdo de numerosos virus. Na prova direta, o soro antivirus especifico € marcado com
fluoresceina. Na prova indireta, faz-se reagir um soro especifico contra o antigeno do virus a
detectar (produzido em animais) e logo se agrega um anticorpo dirigido contra a imunoglobulina

da espécie animal empregada no passo anterior, marcado com fluoresceina (116).

A OMS coordenou estudos multicéntricos para o desenvolvimento e utilizagdo de
anticorpos monoclonais no diagnéstico de IRA viral por IF. Foram realizados ensaios com Kits

de diagndstico de IF em 16 laboratérios diferentes, que demonstraram sua eficacia (117;118).
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Atualmente, é possivel obter os anti-soros especificos, policlonais ou monoclonais, para
a identificagdo da maioria dos virus respiratorios (118). Ja foi demonstrados que as misturas de
anticorpos monoclonais tém alta sensibilidade e especificidade, para identificar antigenos virais
em amostras clinicas, comparavel a qualquer método de referéncia. Pode-se esperar uma
perda minima de sensibilidade quando sdo comparados com anticorpos policlonais de alta
qualidade, mas os monoclonais permitem uma leitura mais simples e de qualidade muito

superior (117;118).

¢) Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os métodos imunoenzimaticos para a identificagdo de virus respiratério tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos com resultados variados e sdo utilizados para a deteccao de
antigenos em amostras clinicas. Emprega-se o principio do sanduiche, agregando-se as
amostras a tubos ou placas de plastico especial nos quais se fixou o anticorpo de “captura”
dirigido contra o antigeno que se busca. Em seguida agrega-se outro anticorpo especifico
contra o antigeno, mas marcado com uma enzima (as mais usadas sdo a peroxidase e a
fosfatase alcalina). A atividade enzimatica é detectada ao agregar o substrato, por uma
mudanca de coloracédo que pode ser lida visualmente ou com um leitor de ELISA. Os anticorpos
monoclonais melhoraram a sensibilidade e especificidade destes métodos e contribuiram para
difundir o uso do ELISA como método de diagndstico. Este método também pode ser utilizado

para a deteccgdo de anticorpos no soro (119;120).
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d) Hibridacdo com Sondas

Um enfoque diagnéstico mais recente esta dirigido a deteccdo de genomas virais por
hibridagdo com sondas de acidos nucléicos especificos para a deteccdo de virus. A sonda
marcada é aplicada a amostra clinica e, se existe uma cadeia complementar de acido nucléico
viral, ocorre a hibridagdo que é detectada segundo o sistema de marcagdo empregado (sondas
radioativas ou biotinizadas) Estas sondas podem ser preparadas por diferentes métodos que
dependem, fundamentalmente, do virus a ser investigado. Nos ultimos tempos a tendéncia tem
sido utilizar clones de acidos nucléicos recombinantes ou oligonucleotideos sintéticos que

representem seqiiéncias especificas do genoma viral de interesse (121-123).

e) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Este método permite detectar quantidades muito pequenas de virus, mediante a
amplificagdo de sequéncias de acido desoxirribonucléico (DNA) genémico viral presente na
amostra. O processo requer o uso de oligonucleotidios complementares de seqliéncias
gendmicas conservadas do virus, denominadas primers, e de uma enzima DNA polimerase
termoestavel. Como resultados da reagao, sao obtidos milhdes de coépias, a partir de uma
sequiéncia do DNA viral, que logo podem ser detectadas a olho nu (por meio de coloragdo com
brometo de etidio) e transiluminagcdo com UV ou por meio de hibridagdo (radioativa ou

enzimatica).

f) Imunofluoroensaio de Resolucéo por Tempo (TR-FIA)

Este método, desenvolvido recentemente para a detecgéo de virus respiratorios, € até o
momento o0 ensaio em fase sdélida mais sensivel. Permitiu aumentar a sensibilidade da

fluorescéncia ao eliminar a fluorescéncia inespecifica de fundo e conseguir uma fluorescéncia
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de maior intensidade e de maior tempo de queda com o uso de quelato de eurdpio. Sua
simplicidade e rapidez derivam do fato de que a amostra é incubada simultaneamente, durante
apenas uma hora, com o anticorpo de captura e o anticorpo especifico marcado com o quelato
de eurdpio. O alto custo do equipamento requerido limitou seu uso aos laboratérios de

referéncia (123).

2.9 PRINCIPAIS VIRUS ENVOLVIDOS NA EXACERBACAO DA ASMA

2.9.1 Virus Sincicial Respiratério (VRS)

Virus da familia Paramixoviridae, do género pneumovirus. O virion & pleomorfico, tem

envelope lipidico e seu didmetro varia entre 150 e 300nm (124).

O acido nucléico do VSR é uma cadeia simples de RNA de polaridade negativa. Nao
possui atividade de hemaglutinagdo, nem de hemadsorgdo, hemolitica ou neuraminidase. E
muito sensivel as quedas de temperatura (descongelamento) , 0 que deve ser levado em conta
quando se pretende isola-lo em culturas celulares. Até o momento, existe a descrigdo de um
sorotipo de VSR e pelo menos duas variantes antigénicas ou subgrupos (A e B 2). A maior
diferenga entre os subgrupos reside na glicoproteina G. Ambos circulam simultaneamente na
populacéo e ndo esta clara a importancia clinica ou epidemiolégica destas variantes antigénicas
(125;126). E provavel que a diversidade antigénica dos dois subgrupos de VSR tenha alguma
influéncia na susceptibilidade das criangas a infecgdo seqlencial com os mesmos. Em alguns
paises foram demonstrados recentemente padrées epidémicos que alternam os subgrupos A e

B em ciclos de 2 anos (123).
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O periodo de incubacado da doenca respiratéria € de quatro a cinco dias. O virus se
replica na nasofaringe e pode permanecer até trés semanas na crianga infectada. O mecanismo
pelo qual o virus se estende desde as vias altas ao trato respiratério poderia ser através do
epitélio respiratorio ou pela aspiragdo das secrecdes infectadas. Até agora, ndo se detectou
viremia (124). Parece ser necessario um sistema imunoldgico intacto para se terminar com a
infeccdo, apesar de que a infecgdo em criangas possa ocorrer inclusive na presencga de
anticorpos maternos. Sdo comuns as re-infecgdes em todas as idades, ocorrendo algumas
vezes ha poucas semanas uma da outra (127). Encontrou-se evidéncia da infecgdo por VSR
em todas as areas geograficas estudadas. Epidemias anuais ocorrem comumente durante os
meses frios. Durante as epidemias hd um aumento do numero de casos de bronquiolites e
pneumonias e um aumento de internacido de criangas pequenas por infeccdo de vias
respiratérias baixas. Antes de comecar a etapa escolar (entre os 4 e 5 anos), a maioria das
criangas ja se infectou com VSR. A idade, o sexo, e as condi¢gdes socioecondmicas influem na

gravidade da doencga, mas nao na taxa de ataque (116).

A bronquiolite € a doenga mais comum causada por este virus, sendo mais freqliente
entre as 6 semanas e os 6 meses de idade. Esta doenga é pouco freqlente durante as
primeiras 6 semanas de vida (128). A infec¢do primaria com o VSR pode se manifestar como
uma infeccdo respiratdria baixa, como pneumonia, bronquiolite, traqueobronquite ou infeccéo
respiratéria alta, muitas vezes acompanhada por febre ou otite média. A infecgao é raras vezes
assintomatica. A pneumonia e a bronquiolite podem ser dificeis de diferenciar e muitos
lactentes parecem ter ambas as sindromes (129). O VSR causa epidemias que afetam uma
propor¢do muito alta de criangas, algumas das quais devem ser hospitalizadas. Estas criangas
excretam altos titulos de virus durante varios dias, o que provoca frequentes infecgdes

nosocomiais, especialmente em alas de lactentes. Estas infeccdes podem manifestar-se desde
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a forma de doenga febril leve das vias aérea altas, até um quadro com grave comprometimento

respiratério baixo e morte subsequente (129).

O VSR é replicado em uma grande variedade de células de origem humana e animal. As
linhagens nas quais se podem isolar o VSR s&o Hep-2, Hela, Vero, LLC-MK2, MRC-5, BSC-1 e
CV-1 e também em culturas primarias de rim bovino ou de rim de embrido humano. O virus
induz a formagao de sincicios caracteristicos em células Hep-2 (120;124). A imunofluorescéncia
direta e indireta com anticorpos poli ou monoclonais demonstrou ser de grande utilidade para a
detecgdo de antigenos do virus nas ceélulas de descamacdo nasofaringea (20;117;130). Os
métodos imunoenzimaticos apresentaram uma eficiéncia similar a obtida com IF, sendo capaz
de detectar entre 20 e 30 ng de proteina viral (119). Varios kits estdo hoje disponiveis no
mercado, apresentando valores distintos de especificidade e sensibilidade (120;126). Realizam-
se ensaios utilizando a reagdo em cadeia da polimerase e sondas de acidos nucléicos para
detectar VSR em amostras clinicas, assim como a detecgado da nucleoproteina viral, mediante a

aplicacao de anticorpos monoclonais com a técnica TR-FIA (123).

2.9.2 Adenovirus

A familia Adenoviridae compreende um grande numero de espécies de origem humana
e animal que estdo amplamente distribuidas na natureza. A classificagdo atual agrupou os
numerosos membros da familia em dois géneros: mastadenovirus e aviadenovirus. O género
mastadenovirus inclui os adenovirus humanos e muitos outros isolados de diversos animais.
Todos eles caracterizam-se por serem especificos de sua espécie hospedeira e por
apresentarem uma grande variabilidade genética. Em geral, infectam a seus hospedeiros
através da conjuntiva ocular ou da mucosa digestiva. Até o presente foram reconhecidas 47

espécies ou sorotipos diferentes de adenovirus humanos (131).
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Desde seu descobrimento por Rowe em 1953 (132), foram utilizados distintos critérios
para a classificacdo destes agentes, ficando agrupados finalmente em seis subgéneros (do A
ao F). Todos os adenovirus apresentam a mesma estrutura geral: particulas virais de simetria
icosaédrica, sem involucro e com um didmetro médio de 80 nm. O genoma viral € o DNA fita
dupla. A replicagdo do DNA e a transcricdo e amadurecimento dos adenovirus realizam-se no
nucleo celular, dentro do qual ocorre um acumulo de proteinas estruturais “em corpos de
inclusao”, caracteristicos em células alveolares durante as pneumonias por adenovirus

(133;134).

Os adenovirus encontram-se distribuidos em todo o mundo. Os diferentes sorotipos
causam doenga em diferentes grupos de idade, e a gravidade varia segundo a area geografica.
As infecgbes sdo, em geral autolimitadas, e as caracteristicas clinicas da doengca dependem
tanto do hospedeiro como do sorotipo envolvido. Aproximadamente 65% dos isolamentos de

adenovirus provém de criangas menores de 4 anos (133;135).

Os adenovirus séo responsaveis por 5% dos casos de infec¢ao respiratéria, em criangas
menores de 4 anos de idade, e por 10% das infec¢gbes respiratérias que requerem
hospitalizagdo, nesse mesmo grupo de idade (134). Podem causar faringite, conjuntivite,
laringotraqueobronquite e bronquiolite, mas as pneumonias agudas s&o, sem sombra de
duvida, as manifestagdes clinicas mais graves, sobretudo nas criangas pequenas, nas quais
podem ser fatais. Os tipos mais freqlientemente associados a estes quadros sdo Ad3, Ad4, Ad7
e Ad21, bem como Ad2 e Ad5. Gerando seqlielas de dano pulmonar residual importante como

bronquiectasia e bronquiolite obliterante (136).

Estes sorotipos representam um problema cada vez mais freqiente no hospedeiro com
o sistema imune comprometido. Ultimamente, foram descritos 5 novos sorotipos, do 42 ao 47,

associados a casos de AIDS (133).
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Os adenovirus sao virus estaveis que podem ser recuperados de amostras clinicas com
relativa facilidade. O ANF, os raspados nasais € o material de bidpsia ou necrépsia, sao
amostras adequadas para seu isolamento. A recuperagao do virus pode ser considerada um
sinal de infecgao recente e esta freqientemente associada a doenga sintomatica. As culturas
primarias, as linhagens dipléides e as linhagens continuas de células humanas (células A-549,
Hep-2, HelLa, Kb), podem ser empregadas para diagnosticar a infecgdo com adenovirus,
produzindo um efeito citopatico caracteristico, com arredondamento e agrupamento celular em
cachos, e formagao de corpos de inclusdo intra-nucleares. A identificacdo do isolamento pode

ser feita por imunofluorescéncia (134).

A deteccdo de genomas virais por hibridacdo com sondas de acidos nucléicos

especificos € uma técnica que se usa atualmente para o diagndstico de adenovirus (121;122).

Um aumento de 4 vezes ou mais do titulo de anticorpos entre uma amostra de periodo
agudo e outra de convalescencga testada por fixagcdo de complemento ou ELISA, é um sinal
significativo da presenga da infecgdo por adenovirus. Atualmente, considera-se o ELISA

superior para a detecgéo da resposta imune em criangas (134).

2.9.3 Virus Parainfluenza

Os virus parainfluenza sao classificados dentro do género paramyxovirus, familia
Paramyxoviridae. Sao virus envelopados que contém RNAs em um nucleocapsideo. Sao
pleomorficos, com 100 a 200 nm, com uma espicula que tém fungcbes de hemaglutinina e
neuroaminidase (proteina HN), atividades que ndo podem ser separadas. Possuem também
outras espiculas responsaveis pela agao hemolitica e de fusao (proteina F), o que os torna
capazes de fundir células e hemolisar certos tipos de eritrocitos, o que os diferencia dos virus

influenza (137).
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Foram identificados os tipos 1, 2, 3 e 4. Estes virus podem ser reconhecidos pela agao
citopatica nas células infectadas ou pelas reagbes de hemadsorgao com globulos vermelhos de
cobaias em monocapas de células infectadas (116). Estes virus causam infecgdes respiratorias
freqlentes e de gravidade variavel, que dependem do tipo de virus e, sobretudo, da idade do
hospedeiro, em relacéo direta com a producéo de primoinfecgdes ou re-infecgdes. Os tipos 1, 2
e 3 sdo reconhecidos como os principais agentes causais do crupe, ainda que possam causar

também pneumonias e bronquiolites (138).

Os virus parainfluenza, especialmente os tipos 1 e 2, sdo responsaveis por mais de 50%
dos casos de crupe ou laringite obstrutiva. As bronquiolites associadas ao tipo 3 podem
apresentar-se a partir do primeiro més de vida, ocorrem durante todo o ano e aparecem em
surtos epidémicos. Os virus parainfluenza tém uma distribuicdo geografica mundial. Em geral, a
doenca que causam é leve. Os quatro tipos sdo capazes de causar infecgdes respiratorias,
tendo-se demonstrado re-infecgbes em adultos e criangas, causadas principalmente pelo
sorotipo 3. Estes agentes geralmente infectam a individuos de pouca idade. Os tipos 1 e 2
causam epidemias no outono. O tipo 3 causa doencga durante todo o ano. Em um estudo
sorolégico indica-se que 60% das criangas se infecta por parainfluenza 3 no transcurso dos 2
primeiros anos de vida e, aproximadamente 80%, se infecta antes dos 4 anos, a maioria de
forma assintomatica (139). A alta taxa de infecgdo sugere uma disseminagéo rapida. Pode
causar doenga grave em lactentes como faz o VSR, mas essa gravidade diminui a partir dos 3

anos (140). E pouco freqiiente uma doenga tdo grave que requeira internagao hospitalar (138).

De maneira geral a excre¢éo de virus é de curta duragdo, motivo pelo qual estes virus
devem ser isolados de aspirados traqueais ou nasofaringeos colhidos precocemente. A amostra
clinica é inoculada em diferentes linhagens celulares, especialmente linhagens primarias de rim
de macaco (ainda que também possam ser usadas linhagens estabelecidas LLC-MK2 ou

MDCK), mantendo as células em meio livre de soro. Algumas vezes podem apresentar efeito
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citopatico e em outras é preciso buscar a presenca viral nas culturas com provas de
hemadsorc¢ao (Had), com eritrécitos de cobaia a 4°C (141). A identificagdo do virus pode ser

realizada por IF, inibicdo da hemadsorg¢ao ou neutralizagdo com anti-soros especificos.

A técnica de IF é aplicada com éxito para a detecgdo do antigeno viral em células

nasofaringeas (130;141).

2.9.4 Virus da Influenza

Os virus influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae e ao género influenza virus.
Determinantes antigénicos especificos permitem diferenciar 3 tipos: A, B e C, os quais podem
causar doencga respiratoria aguda. Os virus influenza A e B estédo distribuidos amplamente e
sdo sazonais em climas temperados. O virus tipo A foi isolado em 1933 e o tipo B em 1940,

ainda que haja evidéncias de epidemias causadas por este agente ha 200 anos (142).

O virion é pleomorfico, medindo cerca de 80 a 120 nm, com um envelope de dupla capa
lipidica, derivada da célula héspede modificada pela presenga de proje¢cdes em forma de

espiculas que sao as glicoproteinas hemaglutininas (HA) e a neuraminidase (NA) (142).

O nucleocapsideo é de simetria helicoidal constituido de 8 fragmentos de RNA
monocatenario associados a nucleoproteina e a 3 polimerases. A estrutura segmentada do
acido nucléico explica a labilidade genética e a facilidade com que ocorrem os rearranjos

gendmicos nestes virus.

A infecgdo se apresenta em forma de epidemias explosivas € com uma disseminagao
rapida do virus em uma regiao geografica. A causa fundamental da ocorréncia das epidemias
de influenza é a continua geracédo de novas cepas antagonicamente diferentes, derivadas de
cepas anteriores, que desconhecem a imunidade dos individuos e causam doenga em pessoas

de todas as idades. Estas variagdes antigénicas sao mais freqiientes na influenza A. Durante
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alguns anos, estas epidemias sdo causadas predominantemente por um tipo de virus, mas €&

freqliente que circule mais de um tipo, seja de forma simultanea ou em seqiiéncia(142).

O virus da influenza apresenta dois padrdes de variabilidade genética disseminagao
diferencidveis. O primeiro se caracteriza por uma mudanca antigénica maior (antigenic shift)
que ocorre quando aparece um subtipo antigénico para o qual a populacdo n&o tenha
imunidade prévia. Induz pandemias por influenza a intervalos irregulares e imprevisiveis.
Calcula-se que em 1918 morreram aproximadamente 20 milhdes de pessoas em todo o mundo,
por causa de infecgdo por um virus tipo A subtipo H1N1. As pandemias melhor documentadas

aconteceram em 1918, 1957, 1968 e 1977 (142).

O segundo padrdo de disseminagdo se caracteriza por uma tendéncia ou variagao
antigénica menor (antigenic drift), com mudangas relativamente menores e freqlientes (a cada
ano ou a cada poucos anos) em um subtipo de influenza. A evolugao dos virus de influenza nao
€ simples e previsivel como se acreditava a principio. Atualmente considera-se que uma “nova”
cepa nao é, necessariamente, a que causa uma pandemia. J4 se comprovou, por exemplo, que
a cepa A/H1N1 que apareceu em 1977, era geneticamente idéntica a uma que circulou em

1950 (123) .

Os virus influenza A e B podem causar doenca respiratoria alta e baixa como
traqueobronquite ou pneumonia. Muitas vezes a infecgdo é subclinica ou apresenta-se com
sintomas leves. O virus, que se dissemina de pessoa a pessoa, tem um periodo de incubacio
de um a quatro dias. A infecgao por influenza C esta associada a infec¢gdes subclinicas; néo

causam epidemias e a mortalidade é infrequente (142).

O diagnodstico do virus influenza pode ser realizado por inoculagdes de secregdes
nasofaringeas em culturas primarias de células de rim de diversas espécies, ou de pulméao de
embrides de galinha, ou ainda em ovos embrionados. Demonstrou-se que o emprego de

enzimas proteoliticas, habitualmente de tripsina, aumenta a replicagdo em linhagens continuas
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de células como a MDCK (143). Quarenta e oito horas depois de inoculadas as células, é
possivel detectar a presenga do virus por hemadsor¢gdo com eritrécitos de cobaias (141). Se
esta for negativa, o procedimento deve ser repetido 2 vezes por semana. Se o resultado for
positivo ou se for observada a agao citopatica, a identificacdo deve ser realizada por IF, com
anticorpos especificos. Também se pode realizar hemaglutinagdo no sobrenadante. A
deteccao do antigeno em células epiteliais por IF € usada ha muitos anos e, atualmente, € um
método empregado comumente (130;144). A técnica de TR-FIA também vem sendo utilizada

com éxito ha alguns anos (145).

A técnica de PCR tem sido utilizada para a identificagdo do virus de influenza em
amostras clinicas (146), assim como para diferenciagao dos diferentes tipos do virus e subtipos

do género A (147).

O diagndstico soroldgico por fixagdo de complemento ou por inibicdo da hemaglutinagao
€ util quando se tem soros pareados, ja que a infec¢do aguda esta acompanhada de um

aumento importante do titulo de anticorpos séricos (144).

2.9.5 Rinovirus

Os rinovirus pertencem a familia Picornaviridae. Caracterizam-se por sua
susceptibilidade aos acidos. Sao conhecidos até 0 momento 100 imunotipos (148). Tém de 20 a
27nm e contém quatro proteinas estruturais que formam um capsideo sem involucro de simetria
icosaédrica. A sintese e maturagdo do virus ocorrem no citoplasma (148). Constituem a
principal causa conhecida do resfriado comum. Infectam somente a seres humanos e primatas
superiores e crescem em culturas celulares derivadas destas espécies. A temperatura 6tima de
replicacdo € de 33 a 35°C, a temperatura que se encontra no nariz e nas vias respiratorias

superiores (148).
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Os rinovirus tém distribuicdo mundial e tendem a ser epidémicos no outono e na
primavera. Os diferentes tipos antigénicos circulam ao acaso. Os sorotipos atuais sao
substituidos lentamente por diferentes tipos antigénicos (148). As infecgdes comegam na
primeira infancia e continuam durante toda a vida. As taxas de infeccado variam entre uma e
duas infecgdes por pessoa por ano em criancas menores de 1 ano, a 0,7 infecgdes em adultos.
A disseminagao ocorre por meio de secregcbes de mao para mao, ou por intermédio de

aerossois. A duragao média da doenga, que habitualmente é leve, é de sete dias (149).

E pouco freqiiente que se solicite um diagndstico de rinovirus, mas quando necessario o
diagnéstico é feito fundamentalmente por isolamento em células de pulmao embrionario
humano (WI-38, MRCS5) e em células HelLa. O efeito citopatico é caracteristico e aparece entre
os dois e os seis dias. A identificagcdo estrita é realizada por demonstracédo da labilidade aos
acidos (em PH 2,9) e por neutralizagdo com anticorpos especificos, realizada em muito poucos
laboratérios, e raramente se faz necessaria. A detecgdo do genoma viral com técnicas de
hibridagdo de acidos nucléicos e PCR esta sendo atualmente utilizada para estes virus, nos

quais a deteccao de antigenos nao é possivel devido a multiplicidade de sorotipos (123;150).

2.9.6 Coronavirus

Os coronavirus pertencem a familia Coronaviridae, género coronavirus. Sdo particulas
pleomorficas de 80 a 150 nm, com projegcdes superficiais em forma de pétala que lhes dao o
aspecto de uma coroa. Sdo virus RNA e todos se desenvolvem de forma exclusiva no

citoplasma das células infectadas (151).

Os coronavirus causam resfriados em criancas e adultos. Observou-se que as distintas
cepas causam doengas com caracteristicas semelhantes. O periodo de incubacdo é mais
prolongado e sua duragao mais breve que no caso dos rinovirus, mas os sintomas sao

similares. Com pouca freqiiéncia causam uma doenca respiratdria mais grave (151).
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Estes virus encontram-se distribuidos mundialmente e sdo mais freqlientes no inverno e
na primavera. Podem chegar a constituir 35% do total das infec¢des virais das vias aéreas
superiores. A reinfeccdo € comum. A infeccdo pode ocorrer em qualquer idade, se bem que é
mais frequiente nas criangas. Atualmente podem-se aplicar métodos de detecgao de antigenos
do virus por imunofluorescéncia ou ELISA (151). A recuperagéo do virus de amostras clinicas &
dificil. A cultura é realizada especialmente em tecidos animais. Ha algumas cepas que se

adaptaram a crescer em culturas de células fibroblasticas dipléides humanas (151).

A forma de diagndstico mais utilizada até o momento tem sido o aumento de quatro
vezes ou mais do titulo de anticorpos em amostras pareadas, especialmente por fixacdo de

complemento (152).

2.9.7 Virus echo e coxsackie

Ambos os virus pertencem a familia Picornaviridae do género enterovirus. Compartilham
muitas das caracteristicas morfolégicas, estruturais e fisico-quimicas dos rinovirus. Possuem
um capsideo icosaédrico nu de 20 a 30nm, com genoma RNA n&o segmentado. Tém distintas
quantidades de sorotipos: 34 no caso dos ECHO; 24 nos Coxsackie A; e 6 nos Coxsackie B.
Todos podem causar doenga febril com sintomas respiratérios e mais de 90% das infecgbes
causadas por este grupo sao assintomaticas. Tendo infectado o hospedeiro, eles permanecem

presentes no trato respiratério por uma a duas semanas (153).

Ambos os géneros, com sua grande variedade de sorotipos, apresentam problemas para
o diagndstico de laboratdrio. O fato de replicarem muito lentamente em culturas celulares faz
com que sua identificagdo seja complexa. Em termos gerais, ndo existem até o momento
métodos rapidos, acessiveis, para detectar os antigenos de todos estes virus e a sorologia é
em geral dificil e custosa (154), motivo pelo qual o diagnéstico destes agentes nas infecgoes

respiratorias agudas néo é feito como rotina (153).
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3 OBJETIVOS

48



3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a prevaléncia de virus respiratério em pacientes atendidos por exacerbacao da

asma no setor de adultos do Servigo de Emergéncia do HCPA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Identificar os principais virus respiratérios (virus sincicial respiratério, adenovirus,
influenza A e B e parainfluenza 1,2,3 e 4), utilizando o teste de imunofluorescéncia indireta aos
antigenos virais em secregdo de nasofaringe, em pacientes com asma aguda com idade

superior a 12 anos, atendidos no setor de adultos do Servigo de Emergéncia do HCPA.

3.2.2 Correlacionar as caracteristicas clinicas a presenca de virus respiratorio.

3.2.3 Verificar a sazonalidade dos virus respiratérios envolvidos na exacerbagdo da asma

aguda.
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ABSTRACT

Introduction: Respiratory tract viral infections (RTVI) have been frequently identified in
association with acute asthma (AA) in children, but few studies have shown similar results in
adults with asthma. Objectives: Evaluate the prevalence of viral infection with acute asthma in
patients presented to the adult sector of the Emergency Department (ED), comparing the
characteristics among the groups with positive and negative samples for respiratory viruses.
Materials and Methods: It was conducted a cohort study of patients with AA that presented
themselves to the adult sector of the ED (age 12 or older) at Hospital de Clinicas in Porto
Alegre. A nasopharyngeal aspirate was obtained for detection of viral by indirect
immunofluorescence technique (respiratory syncytial virus, adenovirus, influenza, and
parainfluenza type 1, 2, 3, and 4). Data related to demographic characteristics, regular
medication, previous medical history, the exacerbation that resulted in coming to the ED, and
the outcomes of the crisis. Results: From March 2004 to November 2005, 111 patients were
examined for RTVI. Respiratory viruses were identified in 15 patients (8 with Adenoviruses, 1
with RSV, 2 with Influenza A, and 4 with Parainfluenza type 1). Using the logistic regression
analysis, the variables (p < 0.10) Body Mass Index (BMI) and fever at home were significantly
associated to the identification of respiratory virus. Sixty-six percent of the patients with RTVI
had fever at home while only 27% of the patients without viral infection presented fever a home
(p = 0.006). There was not another significant difference in the clinical characteristics, time of
stay, and outcomes. Conclusion: This study shows a prevalence of 13.5% of RTVI in AA in
patients 12 years or older treated at the emergency room, which confirms viral infection as an
important asthma-triggering factor in this age bracket. Among the clinical characteristics studied,

fever at home and high BMI present the highest chance of positive viral identification.

Key Terms: emergency medicine, asthma, exacerbation, respiratory virus
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INTRODUCTION

Asthma exacerbations are associated with precipitants of various natures. The exposure
to inhaled allergens, especially mold, pollen, and dust mites at home has been given much
attention as triggering extrinsic asthma (1). Other important precipitants are being exposed to
cold, exercise, drugs, atmospheric pollution, and climatic changes (1-3). Respiratory tract
infections have also been associated with asthmatic crises (3). Studies suggest that the
importance of the viral infection has been underestimated as a factor triggering exacerbation of
asthma, which occurs mainly due to the limitation of the diagnostic methodology available in

order to identify the respiratory viruses (1;3-6).

In children, viral infection increases the reactivity of the airways and is responsible for

26% to 80% of the episodes of acute asthma (7-10).

In adults, the role of viral infection as an exacerbation cause of asthma is still not very
well defined (11,12) and the identification of respiratory viruses associated to asthmatic crises
has varied from 0% to 44% of the cases (1,13). Furthermore, the utilization of new diagnostic
techniques (research by polymerase chain reaction — PCR) has elevated the identification of

viral infections as the cause of exacerbation of asthma in adults (8;14;15).

In many hospital institutions, asthma exacerbations constitute a very common medical
emergency. According to North-American data, patients with an acute asthma crisis contribute
with 1 to 5% of the services provided annually in the medical emergency sectors, which

corresponds to approximately a million medical appointments (16).

The prevalence of respiratory viruses as a factor that triggers acute asthma in patients
brought to the emergency room has not been studied in our context. This way the elucidation of
the role of the precipitants of acute asthma would contribute to optimize the care for preventing

this disease (17; 18).
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The objective of this study was to evaluate the prevalence of respiratory viruses in
patients treated for acute asthma in the adult sector of the Emergency Service of HCPA,
comparing the characteristics among the groups with positive and negative samples for

respiratory viruses.

TESTING & METHODS
Delineation

Prevalence study of respiratory viruses (respiratory syncytial virus, adenovirus, influenza,
and parainfluenza type 1, 2, 3, and 4), with convenience sample, using Indirect
Immunofluorescence (IIF) as the diagnostic test for viral antigens in nasopharyngeal secretion
from patients suffering from severe acute asthma, 12 years or older, presented to the adult

sector of the Emergency Service of Hospital de Clinicas in Porto Alegre.
Population of the Study

The population of the study consisted of patients with acute asthma cared for at the adult
sector of the Emergency Service at HCPA. The criteria of inclusion were the following: previous
medical diagnosis of bronchial asthma, be 12 years old or older, and be needing medical
attention due to the gravity of the disease symptoms, considering dyspnea, and/or wheezing,
and/or coughing. The following patients were excluded. Patients with chronic pneumopathies,
patients with cardiac insufficiency, and patients or those responsible for them that did not accept

signing the term of consent for participating in the study.

The sampling consisted of individuals that once they met the criteria of inclusion and
exclusion were studied in a consecutive way during a restricted period of availability for carrying
out the IIF test for viral identification. The research team would arrive at the emergency sector in

the morning and in the afternoon in search of acute asthma patients. However, since the
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diagnostic test was not available during the night shift, weekends, and holidays, the patients
arriving at the emergency center during these periods were not considered for possible

inclusion.
Measurements & Instruments

The clinical evaluation was carried out by the members of the study and consisted in
filling out a standardized questionnaire.This questionnaire included demographic data, gender,
age, color, marital status, and body mass index (BMI); data as to previous clinical history (age
when asthma was diagnosed, number of previous visits to the emergency service in the last 30
days and in the last year, number of hospitalizations in the last year, number of times admitted to
an intensive care unit in their life, number of intubation episodes and commencing mechanical
ventilation in their lifetime, current medications, use of nebulization for bronchodilator treatment,
and smoking history); data on the history of the current disease (duration of the crisis, subjective
identification of the crisis triggering factor, symptoms during the asthma crisis, and flu symptoms
in the family). Also recorded were the clinical findings at the time of admission (axillary
temperature, cardiac frequency, respiratory frequency, results from pulmonary auscultation, and
oxygen saturation measured by digital pulse oximetry - SpO,) and the outcomes after asthma
crisis treatment (admission to the intensive care unit, hospitalization in the infirmary, and
discharge from the Emergency Service). As for identifying the factors that triggered the crisis,
the patient was asked if he/she had noticed an event that could have brought about the
worsening of the asthma and if they could pinpoint it from the following options: respiratory
infection (flu, cold, or sinusitis), inhaled allergens (dust, mold, animal hair, pollen of other factor

at home), exercise, or climatic change.

The diagnostic evaluation for identifying the respiratory virus included carrying out the
Indirect Immunofluorescence test in the nasopharyngeal secretion using the antigens from the

respiratory syncytial virus, adenovirus, influenza, and parainfluenza type 1, 2, 3, and 4. The
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nasopharyngeal secretion was collected by means of uretral catheter connected to a biojet,
(Komponent do Nordeste Ind. e Com. LTDA Rod BR 324 —km 523 — Feira de Santana — BA).
The catheter was introduced through the nostril to the nasopharynx and aspiration of 20cm H,O
was applied in order to obtain the secretion with a vacuum aspiration machine of the brand
FANEN Sao Paulo, Brazil. The samples were transported to the Biological Research Institute,

Central Lab, in a styrofoam recipient with recyclable ice bars (4°C).

At the laboratory, the samples were transferred to a sterile centrifuge tube, previously
identified, containing approximately 2 ml of phosphate buffered saline. The suspended samples
were centrifuged at 1500 rpm for ten minutes at ambient temperature for the dilution of the
mucous and release of the cells. Three slides were prepared for each sample to be analyzed.
One slide was used for the screening of positivity and the second for determining the agent in
cases of positive screening. The third slide was stored in a freezer at -70°C for cases in which
the repetition of the IIF would be necessary. On each slide, the material was distributed in 7
circles of approximately 0.05 in diameter, dried, and fixed in acetone at 4°C for 10 minutes. For
the staining of the slide, 25ul of the monoclonal antibodies specific for each virus (respiratory
syncytial virus, anti-adenovirus, anti-influenza A, anti-influenza B, and anti-parainfluenza type 1,
2, 3, and 4) were applied to each circle. The Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification
Kit (Chemicon International, Temecula, USA) was used. Next the slides were incubated in a
humidity chamber at 37°C during thirty minutes, washed three times by immersion, left for 5
minutes in phosphate buffered saline solution, and then dried with cold air. After this a drop of
the specific conjugation solution was added with incubation in the humidity chamber at 37°C,
washing and drying. The reading of the slides, set in buffered glycerol, was done under a

fluorescence microscope.
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Statistical Analysis

The data was typed into a database using Microsoft Excel®, version2000, which was
then processed and analyzed with the help of the program Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), version 12.0. Descriptive and comparative analyses were done among the
study groups (positive samples and negative samples for respiratory viruses). The Student-t test
was used for independent samples for analyzing the continual variables with normal distribution.
The Mann-Whitney U test was used for analyzing the continual variables without normal
distribution. The chi-square test was used in the analyses of the category variables using Yates'
correction or the Exact Test of Fisher if necessary. The odds ratio was calculated with
confidence interval of 95% for the variables studied. The variables identified with p < 0.10 in the
univariate analysis were included in a Poisson multiple regression analysis with estimation of
robust variance, seeking association with the positive viral identification. The level of statistical

significance was established at p < 0.05 and all the tests used were two-tailed.

The sample size was calculated based on the data obtained during the three first months
of study. Thus with a prevalence of 12% of viral identification and considering that a = 0.05 and

1-B = 90%, an adequate sample size was estimated at 176 patients.

For this publication, the data obtained from March 2004 to November 2005 was used, but

the gathering of the data continues during 2006.

Ethics

The study was approved by the research ethics committees of the Hospital de Clinicas in
Porto Alegre (HCPA) and the post-information consent was obtained from the patients or those

responsible for them in the case of patients under the age of 18.
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RESULTS

From March 2004 to November 2005, 817 patients diagnosed with acute asthma were
presented for care at the adult sector of the Emergency Service at HCPA. Of these, 290 were
considered as possible candidates to be included in the study but 117 of these were excluded
because of being patients with chronic pneumopathies, 26 because of being diagnosed with
cardiac insufficiency, and 30 patients because they did not want to participate in the study.
Therefore, 117 patients were included in the study from whom were collected clinical information
and nasopharyngeal secretion, but the material collected from 6 of these patients was

unsatisfactory for the IIF test, bringing the total patients to be analyzed in the research to 111.

Of the 111 patients studied, 90 (81.1%) were women and 21 (18.9%) were men. Sixty-
seven patients (67%) were Caucasian and 33 (38.7%) were not Caucasian in color. The

average age of the patients studied was 45 + 20.3 years.

Fifteen patients (13.5%) had samples that were positive for respiratory viruses. The
viruses identified were as follows: Adenovirus (8 cases), respiratory syncytial virus (1 case),
Influenza A (2 cases), and Parainfluenza type 1 (4 cases). Figure 1 shows a prevalence of viral
identification between the seasons of the year: 12.5% in the fall, 15.8% in the winter, 13.6% in
the spring, and 9.1% in the summer. There were no statistically significant differences between

the seasons (p = 0.943).

Table 1 presents the general characteristics of the patients studied. Using the univariate
analysis, no statistically significant difference was observed between the variables cited in this

table.

Table 2 presents the analysis of the data of past medical history. No statistically

significant difference (p > 0.05) was observed between the groups of positive and negative viral
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identification for the following variables studied: age at time of asthma diagnosis, previous visits
to the emergency room (% of yes), number of visits to the emergency room in the last 30 days
and in the last year, hospitalization in the last year (% of yes), number of hospital admissions in
the last year, in ICU (% of yes), number of admissions in ICU, previous intubations (% of yes),
number of previous intubations, smoking history (% of yes), number of cigarettes (packs a year),

currently smoking (% of yes), and passive smoking (% of yes).

Table 3 presents the data concerning the use of medications (oral cortisone in the last
month, inhaled cortisone, inhaled beta,-long action, oral xanthine, inhaled beta,-short action,
bromide of inhaled ipratropium) and use of nebulization. No statistically significant difference
was identified (p > 0.05) for these variables between the groups of positive and negative viral

identification.

Table 4 presents the analysis of the data of the current crisis. There was a significant
difference for fever at home. The group with positive viral identification presented 66.7% of fever
at home while the group with negative viral identification presented 27.1% (p = 0.006). The
median duration of the crisis was of 12 hours in both groups (p = 0.742). In the group with
positive virus, 53.37% of the patients had the subjective impression that the asthma crisis was
triggered by respiratory infections while in the group with negative virus, 39.6% attributed their
crises to respiratory infections (p = 0.469). In the group with positive viral identification, three
patients attributed the triggering of their crisis to being exposed to inhaled allergens, two to
exercise, and five to climatic changes; while in the group with negative viral identification, 29.2%
of the patients identified it to exposure to inhaled allergens (p = 0.670), 13.5% to exercise (p =
0.999) and 36.5% to climatic change (p = 0.999). In the group with positive virus, 33.3% of the
patients were using oral cortisone at the time of the crisis while in the group with negative virus,
42.7% of the patients were using cortisone (p = 0.686). Comparing the groups of positive and

negative viral identification, the following frequencies of symptoms and signs were observed,
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respectively: headache (80.0% and 71.9%; p = 0.729), coryza (66.7% and 62.5%; p = 0.981),

0.425),

nasal congestion (66.7% and 60.4%; p = 0.859), sore throat (46.7% and 32.3%; p
otalgia (26.7% and 24%; p = 0.999), dysphonia (53.3% and 45.8%; p = 0.792), myalgia (73.3%
and 68.8%; p = 0.955), cough (100.0% and 88.4%; p = 0.872), expectoration (73.3% and 75%; p
= 0.999), symptoms of flu in the family (40.0% and 54.2%; p = 0.457), axillary temperature =
37.8°C (26.7% and 9.5%; p = 0.077). There was also no statistically significant difference
between the groups for cardiac frequency, respiratory frequency, wheezing, case of crepitus,

snoring, and SpO..

Table 5 presents the outcomes of the asthma crisis. Eight-one percent of the patients
were discharged directly from the emergency room in the group with positive virus, compared
with 82.8% in the group with negative virus (p = 0.999). Eighteen percent of the patients were
hospitalized in the group with positive virus, compared with 17.2% in the group with negative
virus (p = 0.999). The average permanence in the emergency room was 16.7 hours in the group

with positive virus and of 14.1 hours in the group with negative virus (p = 0.665).

In the univariate analysis, three variables were identified with p < 0.10: fever at home (p =

0.006), fever at the emergency room (0.077), and body mass index (p = 0.071).

Table 6 presents the analysis of multiple logistic regression of Poisson considering as a
dependent variable the viral identification and as independent variables the BMI, fever at home,
and fever at the emergency room. Fever at the emergency room was removed from the model
later on as it was associated with fever at home, and the model that included as independent

variables only the BMI (p = 0.01) and fever at home (p = 0.03) remained.
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DISCUSSION

In this study, a prevalence of 13.5% of respiratory virus was identified. From the clinical
characteristics studied, fever at home and the body mass index were associated with the
identification of respiratory virus, considering that 66% of the patients with virus identified had
fever at home compared with 27% of the patients without virus identified. In relation to BMI, the
patients with positive virus presented an average of 27.91£3.87 and the patients without virus an
average of 24.616.1.

In relation to the multivariate analysis for the variables with p < 0.10, a patient with fever
at home has three times the chance of having a positive viral identification as long as the BMI is
controlled.

The prevalence found in our study is similar to that found in other works that also used
the IIF technique as the diagnostic method and where the frequency of identification of
respiratory virus was 10 to 21% (11;19;20). Various factors may contribute to underestimate the
viral identification in the present study. The first of them was the sensitivity itself of the IIF
method. Furthermore, the time of duration of the viral picture may have interfered in the viral
identification since the IIF has its best performance when done between 24 to 48 hours from
when the symptoms begin (21). In our study, the median duration of the asthma crisis symptoms
for all the patients was of 12 hours with an interquartile deviation of 4 to 24 hours. Furthermore,
the frequency of the asthma crisis virus identification depends directly on the methodology
applied. Some techniques such as viral isolation in culture of cells may increase the viral load
and improve the sensitivity of the IIF test, but these are difficult to do and they are not available
in our context (22-24). Furthermore, the respiratory infection with other viruses such as
Rhinovirus and coronavirus, not considered in this study, may contribute as a factor that triggers

the asthma crisis (25-27). The identification of these viruses requires special techniques such as
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cell cultivation and PCR (5). Studies using these new diagnostic techniques showed a greater
frequency of viral infections in adults with exacerbation of asthma (22-27).

However, it is important to point out that the IIF technique is of good use in the clinical
practice for the diagnosis of respiratory infections because it is a fast and effective viral detecting
method. Despite this, the task remains of complementing this study using the PCR technique.

A technical difficulty found in this job was the small quantity of secretion obtained by
nasopharyngeal aspirate even though the procedure has been done as routine consecutively
from both nostrils. This was expressed in the fact that the secretion sample obtained was
insufficient for the viral research in 6 of the 111 patients included in the study.

As for the data of the current crisis presented on Table 4, special attention should be
given to the findings that the patients with negative viral identification had an elevated frequency
of symptoms compatible with the viral clinical picture (migrane, coryza, nasal congestion, sore
throat, otalgia, dysphonia, myalgia), not differing from the patients with positive viral
identification. Furthermore, the subjective identification of respiratory infection (cold, flu, or
sinusitis) as triggering the crisis did not differ between these two groups. Even though the viral
diagnosing method used underestimated the actual prevalence of respiratory virus in this
sample, the elevated frequency of these symptoms in the group without viral identification
points, with greater probability, to the lack of specificity of these clinical parameters as indicators
of viral respiratory infection.

The means of sampling should also be considered as methodological limitations in this
study. Convenience sampling (28) made the execution of this clinical research feasible in our
current reality. We thought that the voluntarism and other types of selection means were
minimized in comparison with the strategy of consecutively enlisting the people accessible
during the period of the study and that the sample obtained adequately represents the study's
target population.

In relation to the seasons of the year, the present study did not see any significant
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difference in viral identification prevalence. A greater prevalence of the adenovirus type virus
was observed in this study.

In conclusion, a prevalence of 13.5% of respiratory virus in acute asthma was identified
in patients 12 years or older treated at the emergency room, which confirms the viral nature as a
factor associated to the triggering of asthma crises, however not as frequent as the pediatric age
bracket. The clinical characteristics associated with the identification of respiratory virus were
fever at home and BMI. The patients with fever at home and with high BMI presented a higher

chance of having positive viral identification than the patients without this characteristic.
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TABLE 1
General Characteristics of patients treated for acute asthma in the Emergency Service of HCPA

Variable Total Positive Virus Negative Virus OR P
(n=111) (n=15) (n=96) OR (Cl 95%)
Gender, n (% yes) 0.999
Men 21 (18.9) 3(20.0) 18 (18.8) 1.07 (0.33-3.46)
Women 90 (81.1) 12 (80.0) 78 (81.3) -

Age (years), average =+ 45.1+20.3 48.8+ 16.8 45.0 £ 20.8 1.01 (0.99-1.03) 0.507

OR

Color, n (% yes) 0.479
Caucasian 57(63.3) 6 (50.0) 51(65.4) 0.58 (0.20-1.65)
Not Caucasian 33 (36.7) 6 (50.0) 27 (34.6) -

Marital status, n (% yes) 0.999
Single 65 (60.7) 9 (64.3) 56 (60.2) 1.16 (1.42-3.23)
Married 42 (39.3) 5 (35.7) 37 (39.8) -

BMI, average + SD 22.545.9 27.9+3.87 24.7+6.1 1.09 (1.02-1.16) 0.071

n = number of cases, OR = odds ratio, Cl = confidence interval of 95%, SD = standard deviation,
and BMI = body mass index.

Chi-square test for categorical variables, t-test for independent samples for the quantitative
variables, and odds ratio with interval of 95% for the strength of association with the positive viral

identification.
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TABLE 2
Data on past medical history of patients treated for acute asthma in the Emergency Service of

HCPA

Positive Virus  Negative Virus OR (CI 95%) P
Variable (n=15) (n =96)
Age diagnosed with asthma (years) 14 (2;27) 14 (3;39) 0.99 (0.97-1.02) 0.793
median (I1)
Previous visits to emergency room, n 12 (80.0) 85 (88.5) 0.58 (0.19-1.80) 0.611
(% yes)
Visits in last 30 days, 1(1;2) 1(1;1) 1.26 (0.87-1.84) 0.242
median (I1)
Visits in last year, median (ll) 2(1;7) 3(1;5.3) 1.03 (0.93-1.14) 0.784
Hospitalization in last year, n (% yes) 3 (20.0) 35 (36.5) 0.48 (0.14-1.60) 0.339
No. of hospitalizations in last year, 2(1;7) 1(1;2) 1.40 (0.74-2.65) 0.773
median (I1)
Admitted to ICU, n (% yes) 3(20.0) 22 (22.9) 0.86 (0.26-2.81)  0.999
No. of admissions to ICU, median (ll) 1(1;1) 1(1;2) 0.41(0.18-0.93)  0.442
Previous intubation, n (% yes) 2(13.3) 16 (16.7) 0.80 (0.20-3.23)  0.999
No. of intubations, median (I1) 1(1;1) 1(1:1) 2.44 (3.36-1.76) 0.634
Smoking history, n (% yes) 8 (53.3) 35 (36.5) 1.81(0.71-4.63) 0.336
Pack per year, median (Il) 2(1.1;24.3) 17.8 (5;29.3) 0.99 (0.94-1.03)  0.248
Currently smoking, n (% yes) 2(13.3) 4 (4.2) 2.70(0.78 - 9.3) 0.397
Passive smoking, n (% yes) 5 (33.3) 49 (51.0) 0.53 (0.19-1.45) 0.318

n = number of cases, ICU = intensive care unit, OR = odds ratio, and Cl| = confidence interval of

95%
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Mann-Whitney U Test for quantitative variables, chi-square test for categorical variables, and odds
ratio with confidence interval of 95% for the strength of association with the positive viral

identification.
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TABLE 3

Medications used for patients treated for acute asthma in the Emergency Service of HCPA

Variable Positive Virus Negative Virus OR p
(n=15) (n =96) (Cl 95%)

Oral cortisone in last month, n (% yes) 9 (60.0) 48 (50.0) 1.42 (0.54 -3.73) 0.658
Inhaled cortizone, n (% yes) 7 (46.7) 45 (46.9) 0.99 (0.39-2.55) 0.999
Inhaled beta2-long action, n (% yes) 4 (26.7) 37 (38.5) 0.62 (0.21-1.82) 0.549
oral xanthine, n (% yes) 3(20.0) 13 (13.5) 1.48 (0.47 -4.68) 0.789
Inhaled beta2-short action, n (% yes) 11 (73.3) 70 (72.9) 1.02 (0.35-2.95) 0.999
Inhaled ipratropium, n (% yes) 5(33.3) 41 (42.7) 0.71(0.26 - 1.93) 0.686
Use of nebulization, n (% yes) 9 (60.0) 77 (80.2) 0.44(0.17-1.11)  0.159

OR = odds ratio for the positive viral identification, Cl 95% = confidence interval of 95%

Chi-square test for categorical variables and odds ratio with confidence interval of 95% for the

strength of association with the positive viral identification.
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TABLE 4

Data on the current exacerbation of patients treated for acute asthma in the Emergency Service

of HCPA
Variable Positive Virus Negative Virus OR p
(n=15) (n=96) (Cl195%)

Duration of the crisis (hours), 12 (6;36) 12 (3.3;24) 1.00 (0.98 - 1.00) 0.742

median (l1)

Identification of triggering

factor, n (% yes)
Infection 8 (53.3) 38 (39.6) 1.62 (0.63-4.14) 0.469
Allergens 3 (20.0) 28 (29.2) 0.65(0.20-2.13) 0.670
Exercise 2(13.3) 13 (13.5) 098 (0.25-3.94) 0.999
Climatic change 5 (33.3) 35 (36.5) 0.89 (0.33-2.42) 0.999

Crisis in using cortizone 5 (33.3) 41 (42.7) 0.70 (0.26 - 1.93) 0.686

Systemic, n (% yes)

Symptoms, n (% yes)
Migrane 12 (80.0) 69 (71.9) 1.48 (0.45-4.89) 0.729
Coryza 10 (66.7) 60 (62.5) 1.17 (0.43-3.19) 0.981
Nasal congestion 10 (66.7) 58 (60.4) 1.27 (0.46 - 3.45) 0.859
Sore throat 7(46.7) 31(32.3) 1.68 (0.66 - 4.28) 0.425
Otalgia 4 (26.7) 23 (24) 1.30 (0.39-3.26) 0.999
Dysphonia 8 (53.3) 44 (45.8) 1.35(0.50-3.33) 0.792
Myalgia 11(73.3) 66 (68.8) 1.21(0.42-3.54) 0.955
Cough 15 (100.0) 84 (87.5) 0.85(0.78-0.93) 0.316
Expectoration 11(73.3) 72 (75) 0.93(0.32-2.68) 0.999
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Fever at home
Symptoms of flu in the
family, n (% yes)
Signs

Axillary temp. > 37.8°C,
n (% yes)

CF (bpm)

RF (rmpm)

Wheezing, n (% yes)

Crepitus, n (% yes)

Snoring, n (% yes)

SpO; (%), median (II)

10 (66.7)

6 (40.0)

4(26.7)

113 (98;119)
26 (24;31)
14 (93.3)
2 (13.3)
4 (27.0)

98 (96;98)

26 (271)

52 (54.2)

9 (9.4)

108 (96;21)
26 (22;28)
84 (87.5)
16 (16.7)
21(22.0)

96 (94;98.3)

417 (1.54 - 11.3)

0.61 (0.23 - 1.60)

2.71 (1.01 - 7.3)

1.01(0.97 - 1.03)

1.01(0.94 - 1.09)
1.85 (0.26 - 13.0)
0.80 (0.20 - 3.23)
1.25 (0.44 - 3.60)

1.12 (0.97 - 1.28)

0.006

0.457

0.077

0.860

0.624

0.825

0.999

0.936

0.287

OR = odds ratio of the positive viral identification, Cl 95% = confidence interval of 95%, CF =

cardiac frequency, bpm = beats per minute, RF = respiratory frequency, rmpm = respiratory

movements per minute, and SpO, = oxygen saturation measured by digital pulse oxymetry.

T-test for independent samples or Mann-Whitney U Test for the quantitative variables, chi-

square test for the categorical variables, and odds ratio with confidence interval of 95% for the

strength of association with the positive viral identification.
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TABLE 5

Outcomes of the Crisis of patients treated for acute asthma in the Emergency Service of HCPA

Outcomes Positive Virus ~ Negative Virus OR (C1 95%) P
(n=15) (n =96)

Discharge from emergency room, n 9 (60.0) 72 (75.0) 0.94 (0.22-4.0) 0.999

(% yes)

Hospital admission, n (% yes) 2(13.3) 15 (15.63) -

Stay in the emergency room in h, 16.716.05 14.1£2.02 - 0.665

average + SD

OR = odds ratio for the positive viral identification, Cl = confidence interval of 95%, and SD =
standard deviation

Chi-square test for categorical variables, odds ratio with reliability interval of 95% for the
strength of association with the positive viral identification, t-test for independent samples, or

Mann-Whitney U Test for the quantitative variables.
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TABLE 6

Logistic regression analysis of patients treated for acute asthma in the Emergency Service of

HCPA
Independent variables OR (Cl 95%) P
BMI 1.08 (1.02;1.14) 0.01
Fever at home 3.06 (1.09;8.58) 0.03

OR = odds ratio, Cl = confidence interval of 95%, BMI = body mass index
Multiple logistic regression analysis of Poisson using the positive viral

identification as the dependent variable
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Figure 1 - Prevalence of the respiratory virus identification in acute asthma cared for at the

adults sector of the emergency room in relation to the season of the year.
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SIGLAS

PBS Phosphate Buffered Saline (salina fosfato)

IFI Imunofluorescéncia indireta

UTI  Unidade de tratamento intensivo

SpO, Saturacao de oxigénio medida pela oximetria de pulso digital

TR  Transcricdo reversa

PCR Polymerase Chain Reaction (reagao em cadeia da polimerase)
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RESUMO

Introducdo: As infecgbes virais do trato respiratério (IVTR) tém sido freqlientemente
identificadas em associagdo com asma aguda (AA) em criangas, porém poucos estudos tém
mostrado resultados similares em adultos com asma. Objetivos: Avaliar a prevaléncia de
infeccao viral na asma aguda em pacientes atendidos no setor de adultos do departamento de
emergéncia (DE), comparando as caracteristicas entre os grupos com amostras positivas e
negativas para os virus respiratorios. Material e Métodos: Conduzimos um estudo transversal
de pacientes que se apresentaram com AA no setor de adultos do DE (idade igual ou maior que
12 anos) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Um aspirado nasofaringeo foi obtido para
deteccao de antigeno com a técnica de coloragao de imunofluorescéncia indireta (virus sincicial
respiratério, adenovirus, influenza e parainfluenza tipo 1, 2, 3 e 4). Foram coletados dados
referentes a caracteristicas demograficas, medicagdes regulares, histéria médica pregressa,
crise que levou a atual visita ao DE e desfechos da crise. Resultados: No periodo de margo de
2004 a novembro de 2005, 111 pacientes foram examinados para IVTR. Foram identificados
virus respiratérios em 15 pacientes (8 com Adenovirus, 1 com RSV, 2 com Influenza A, e 4
com Parainfluenza tipo 1). Utilizando a andlise de regressédo logistica, as variaveis com (p <
0,10), indice de massa corporal (IMC) e febre no domicilio, foram significativamente associados
a identificacdo de virus respiratério. Sessenta e seis por cento dos pacientes com IVTR
apresentaram febre no domicilio, enquanto que somente 27% dos pacientes sem infecgéo viral
apresentaram febre a domicilio, (p = 0,006). Nao houve outra diferenca significativa nas
caracteristicas clinicas, tempo de permanéncia e desfechos. Concluséo: Este estudo mostra
uma prevaléncia de 13,5% de IVTR na AA em pacientes com idade igual ou maior que 12 anos

atendidos na sala de emergéncia, confirmando a infecgao viral como importante desencadeante
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nesta faixa etaria. Dentre as caracteristicas clinicas estudadas, febre no domicilio e IMC

elevado, apresentam maior chance de identificagao viral positiva.

Unitermos: medicina de emergéncia, asma, exacerbagao, virus respiratérios
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INTRODUCAO

As exacerbagdes da asma estdo associadas com fatores precipitantes de diversas
naturezas. A exposi¢cao aos alérgenos inalatérios, principalmente mofo, pélen e acaro da poeira
domiciliar, ttm merecido muita atengdo como desencadeante da asma extrinseca (1). Outros
fatores precipitantes importantes sdo: a exposigdo ao frio, exercicio, drogas, poluigdo
atmosférica e mudancgas climaticas (1-3). Além disto, as infecgbes do trato respiratério também
tém sido associadas com as crises asmaticas (3). Estudos recentes sugerem que a importancia
da infecgao viral tem sido subestimada como fator desencadeante da agudizacdo da asma, o
que ocorre principalmente devido a limitagdo da metodologia diagnéstica disponivel para

identificar os virus respiratérios (1;3-6).

Em criangas, a infecgao viral aumenta a reatividade das vias aéreas e é responsavel
por 26% a 80 % dos episddios de asma aguda(7-10). Em adultos, o papel da infec¢ao viral
como causa da exacerbagcdo da asma ainda ndo esta muito bem definido (11;12) e a
identificagdo de virus respiratorio associado a crise asmatica tem variado de 0% a 44% dos
casos (1;13). Ainda, a utilizagdo de novas técnicas de diagndstico (pesquisa pela reagao em
cadeia da polimerase - PCR) tem elevado a identificacdo de infecgdes virais como causa de

exacerbagao da asma em adultos (8;14;15).

As crises asmaticas constituem, em varias instituicbes hospitalares, uma emergéncia
médica muito comum. Segundo dados norte-americanos, pacientes com crise de asma aguda
contribuem com 1 a 5% dos atendimentos realizados anualmente nos setores de emergéncia

médica, o que corresponde a, aproximadamente, um milhdo de consultas médicas (16).
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A prevaléncia de virus respiratérios como fator desencadeante de asma aguda em
pacientes atendidos na sala de emergéncia ndo tem sido estudada em nosso meio. Desta
maneira, a elucidacdo do papel dos precipitantes na asma aguda grave contribuiria para

otimizar o manejo da prevencéo desta doencga (17;18).

O objetivo desse estudo foi avaliar a prevaléncia de virus respiratorio em pacientes
atendidos por asma aguda no setor de adultos do Servico de Emergéncia do HCPA,
comparando as caracteristicas entre os grupos com amostras positivas e negativas para os

virus respiratoérios.

CASUISTICA E METODOS

Delineamento

Estudo de prevaléncia de virus respiratérios (virus sincicial respiratério, adenovirus,
influenza e parainfluenza tipo 1, 2, 3 e 4), com amostra de conveniéncia, utilizando como teste
diagnéstico a imunofluorescéncia indireta (IFl) para deteccdo de antigenos virais em secregao
de nasofaringe, em pacientes com asma aguda grave, com idade igual ou maior que 12 anos,
atendidos no setor de adultos do Servigo de emergéncia do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

Populacdo do Estudo

A populacdo do estudo consistiu em pacientes com asma aguda atendidos no setor de
adultos do Servigo de Emergéncia do HCPA. Os critérios de inclusdo utilizados foram:
diagndstico médico prévio de asma brénquica, idade igual ou maior que 12 anos e atendimento
por sintomas de agudizagdo da doenga, isto €, dispnéia e/ou sibilancia e/ou tosse. Foram

excluidos: pacientes com pneumopatias crénicas; pacientes com insuficiéncia cardiaca; e
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pacientes que nao aceitaram ou cujos responsaveis nao aceitaram assinar o termo de

consentimento para participagao no estudo.

A amostragem consistiu de individuos que, uma vez obedecidos aos critérios de inclusao
e exclusao, foram estudados de forma consecutiva em um periodo restrito de disponibilidade de
execucgao do teste de IFI para identificagao viral. A equipe de pesquisa comparecia ao setor de
emergéncia pela manha e a tarde na busca de pacientes com asma aguda. Entretanto, como o
teste diagndstico ndo estava disponivel no periodo noturno, nos finais de semana e nos
feriados, os pacientes atendidos nesses periodos ndo eram considerados para possivel

inclusao.

Medidas e Instrumentos

A avaliacéao clinica foi realizada pelos membros do estudo e consistiu no preenchimento
de um questionario padronizado. Esse questionario abordava dados demograficos, sexo, idade,
cor, estado civil e indice de massa corporal (IMC); dados da histéria clinica pregressa (idade do
diagndstico da asma; niumeros de visitas prévias a servigo de emergéncia nos ultimos 30 dias e
no ultimo ano; numero de hospitalizagdes no ultimo ano; numero de internagdes em unidade de
terapia intensiva ao longo da vida; niumero de episédios de intubacéo e ventilagdo mecénica ao
longo da vida; medicamentos em uso; uso de nebulizag&do para o tratamento broncodilatador; e
histéria tabagica); dados da histéria da doenga atual (duragdo da crise, identificagdo subjetiva
do fator desencadeante da crise, sintomas durante a crise asmatica, e sintomas de gripe na
familia). Também eram registrados os achados clinicos na admissao (temperatura axilar,
freqliéncia cardiaca, freqliéncia respiratéria, achados na ausculta pulmonar e saturacdo de
oxigénio medida pela oximetria de pulso digital - SpO,) e os desfechos apds tratamento da crise
asmatica (internacdo em unidade de terapia intensiva, internacdo em enfermaria e alta do
Servico de Emergéncia). Na identificacdo dos fatores desencadeantes da crise, o paciente era

questionado se havia notado algum evento desencadeante para a piora da asma e se podia

107



precisar o desencadeante: infecgao respiratéria (gripe, resfriado ou sinusite), alérgeno inalatério

(poeira domiciliar, mofo, pélo de animal, pélen ou outro), exercicio ou mudanga climatica.

A avaliagao diagnodstica para a identificacdo de virus respiratorios envolveu a realizagao
do teste de imunofluorescéncia indireta na secrecao de nasofaringe, utilizando os antigenos
virais do sincicial respiratorio, adenovirus, influenza e parainfluenza tipo 1,2,3,4. A secrecao de
nasofaringe foi coletada através de uma sonda uretral acoplada a um equipo da biojet,
(komponent do nordeste ind. e com. LTDA, rod. br 324 — km 523 — Feira de Santana — BA). A
sonda foi introduzida pela narina até a nasofaringe, sendo aplicada aspiragcdo de 20 cm H,O
para a obtengdo da secregcdo, com aparelho de aspiragdo a vacuo da marca FANEM, Sao
Paulo, Brasil. As amostras foram transportadas para o Instituto de Pesquisas Bioldgicas,

Laboratério Central, em recipiente de isopor com barras de gelo reciclavel (4°C).

No laboratério, a amostra era transferida para um tubo de centrifuga estéril, previamente
identificado, contendo aproximadamente 2 ml de salina fosfato tamponada (Phosphate buffered
saline). As amostras suspensas, para diluicdo do muco e liberagdo das células, foram
centrifugadas a 1500 rotagdes por minuto (r.p.m), durante dez minutos em temperatura
ambiente. Trés laminas foram preparadas para cada amostra a ser analisada. Uma lamina foi
usada para a triagem de positividade, e a segunda para a determinagédo do agente em casos de
triagem positiva. A terceira lamina foi estocada em freezer a -70°C, para casos onde a repetigao
da IFl fosse necessaria. Em cada lamina o material foi distribuido em 7 circulos de
aproximadamente 0,05 de didmetro, secado e fixado em acetona a 4°C por 10 minutos. Para a
coloragao das laminas foram colocados 25 pul dos anticorpos monoclonais especificos para cada
virus (antivirus sincicial repiratério, anti-adenovirus, antiinfluenza A, antiinfluenza B e anti-
parainfluenza tipo 1,2,3 e 4), em cada circulo. Utilizou-se o Respiratory Panel 1 Viral Screening
& ldentification Kit da (Chemicon Internacional, Temecula, EUA). A seguir as laminas foram

incubadas em camera Umida a 37°C, por trinta minutos, lavadas trés vezes por imersdo, com
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tempo de 5 minutos em solugéo salina fosfato tamponada e secadas com ar frio. A seguir, era
adicionada uma gota do conjugado especifico com incubagdo em camera Umida a 37°C,
lavagem e secagem. As laminas foram montadas com glicerol tamponado e a leitura foi

realizada em microscopico de fluorescéncia.

Andlise Estatistica

Os dados foram digitados em uma base de dados do programa Microsoft Excel®, versao
2000, sendo processados e analisados com o auxilio do programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), versdo 12.0. Foram realizadas anadlises descritivas e comparativas
entre os grupos do estudo (amostras positivas € amostras negativas para virus respiratorio). Na
analise das variaveis continuas de distribuicdo normal foi empregado o teste t de Student para
amostras independentes. Na analise das variaveis continuas sem distribuicdo normal foi
utilizado o teste U de Mann-Whitney. Na analise das variaveis categéricas foi empregado o
teste do qui-quadrado, utilizando, se necessario, correcdo de Yates ou teste exato de Fisher.
Foi calculada a razdo de prevaléncia com intervalo de confianga de 95% para as variaveis
estudadas. As variaveis identificadas com p < 0,10, na analise univariada, foram incluidas em
uma analise de regressao multipla de Poisson, com estimativa de varidncia robusta, buscando
associagao com a identificagao viral positiva. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido

em p <0,05 e todos os testes utilizados foram bicaudais.

O tamanho amostral foi calculado a partir dos dados obtidos durante os trés primeiros
meses de estudo. Assim, com a prevaléncia de 12% de identificagao viral e considerando um a

= 0,05 e 1-B = 90%, foi estimado um adequado tamanho amostral de 176 pacientes.

Para essa publicagao, foram utilizados os dados obtidos no periodo de margo de 2004 a

novembro de 2005, sendo que a coleta de dados continua ao longo de 2006.
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Etica
O estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre (HCPA) e o consentimento pés-informagéao foi obtido de todos os pacientes ou de

seus responsaveis, em caso de pacientes menores de 18 anos.

RESULTADOS

No periodo de margo de 2004 a novembro de 2005, foram atendidos no setor de adultos
do Servico de Emergéncia do HCPA 817 pacientes com diagndstico de asma aguda. Destes,
290 foram avaliados para possivel inclusdo no estudo, sendo excluidos 117 pacientes por
serem portadores de pneumopatia cronica, 26 pacientes por terem diagnostico de insuficiéncia
cardiaca, 30 pacientes por nao terem aceitado participar do estudo. Assim, foram incluidos no
estudo 117 pacientes, dos quais foram coletadas informagdes clinicas e secre¢ao nasofaringea,
sendo que, em 6 desses pacientes, o material coletado foi insatisfatério para o teste de IFlI,

permanecendo 111 pacientes para serem analisados na pesquisa.
Dos 111 pacientes estudados, 90 (81,1%) eram do sexo feminino e 21(18,9%), do sexo
masculino. Sessenta e sete pacientes (67%) eram de cor branca e 33 (38,7%) de cor nao-

branca. A média de idade dos pacientes estudados foi de 45 + 20,3 anos.

Quinze pacientes (13,5%) tiveram amostras positivas para virus respiratérios. Os virus
identificados foram: Adenovirus (8 casos), virus sincicial respiratério (1 caso), Influenza A (2

casos) e Parainfluenza tipo 1 (4 casos). A figura 1 mostra uma prevaléncia de identificagdo
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viral entre as estagdes do ano: 12,5% no outono, 15,8% no inverno, 13,6% na primavera e 9,1%

no verao. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as estagdes (p = 0,943).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos pacientes estudados. Usando a
analise univariada, nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre as variaveis

citadas nessa tabela.

A Tabela 2 apresenta a analise dos dados da histéria pregressa. Nenhuma diferencga
estatisticamente significante (p > 0,05) foi observada entre os grupos de identificagdo viral
positiva e negativa para as seguintes variaveis estudadas: idade do diagndstico de asma,
visitas prévias a emergéncia (% de sim), numero de visitas a emergéncia nos ultimos 30 dias e
no ultimo ano, hospitalizagdes no ultimo ano (% de sim), numero de internagdes no ultimo ano,
internagdes em UTI (% de sim), numero de internagcdes em UTI, intubagdes prévias (% de
sim), numero de intubagdes prévias, histéria de tabagismo (% de sim), numero de cigarros
(macgos-ano), tabagismo atual (% de sim), e tabagismo passivo (% de sim).

A tabela 3 apresenta os dados referentes ao uso de medicamentos (corticoide oral no
ultimo més, corticoide inalatério, beta2-longa agao inalatério, xantina oral, beta2-curta agao
inalatério, brometo de ipratrépio inalatério) e uso de nebulizagdo. Nao foi identificada diferenga
estatisticamente significante (p > 0,05) para essas variaveis entre os grupos de identificagao
viral positiva e negativa.

A Tabela 4 apresenta a analise dos dados da crise atual. Houve diferencga significativa
para febre no domicilio. O grupo com identificac&o viral positiva apresentou 66,7% de febre no
domicilio, enquanto que o grupo com identificagéo viral negativa apresentou 27,1%; (p = 0,006).

A duracado mediana da crise foi de 12 horas nos dois grupos (p = 0,742). No grupo com virus
positivo 53,37% dos pacientes tiveram a impressdo subjetiva de que a crise asmatica foi
desencadeada por infec¢do respiratoria, enquanto, no grupo com virus negativo, 39,6%

atribuiram sua crise a infeccao respiratéria (p = 0,469). No grupo com identificagdo viral
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positiva, trés pacientes atribuiram o desencadeamento de sua crise a exposi¢cdo a alérgeno
inalatério, dois aos exercicios e 5 a mudancga climatica, enquanto no grupo com identificacdo
viral negativa, 29,2% dos pacientes identificaram a exposicao a alérgeno inalatério (p = 0,670),
13,5% ao exercicio (p = 0,999) e 36,5% a mudanga climatica (p = 0,999). No grupo com virus
positivo, 33,3% dos pacientes estavam em uso de corticéide oral no momento da crise,
enquanto no grupo com virus negativo, 42,7% dos pacientes estavam usando corticéide (p =
0,686). Comparando os grupos com identificagcao viral positiva e negativa foram observadas,
respectivamente, as seguintes freqiéncias de sintomas e sinais: cefaléia (80,0% e 71,9%; p =
0,729), coriza (66,7% e 62,5%; p = 0,981), congestao nasal (66,7% e 60,4%; p = 0,859), dor de
garganta (46,7% e 32,3%; p = 0,425), otalgia (26,7% e 24%; p = 0,999), disfonia (53,3% e
45,8%; p = 0,792), mialgia (73,3% e 68,8%; p = 0,955), tosse (100,0% e 88,4%; p = 0,872),
expectoragao (73,3% e 75%; p = 0,999), sintomas gripais na familia (40,0% e 54,2%; p =
0,457), temperatura axilar 237,8°C (26,7% e 9,5%; p = 0,077). Também nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos para frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,

achado de sibilancia, achado de crepitantes, achado de roncos e SpO..

A Tabela 5 apresenta os desfechos da crise asmatica. Oitenta e um por cento dos
pacientes tiveram alta diretamente da emergéncia no grupo com virus positivo, comparado com
82,8% no grupo com virus negativo (p = 0,999). Dezoito por cento dos pacientes foram
internados no grupo com virus positivo, comparado com 17,2 no grupo com virus negativo (p =
0,999). A permanéncia média na emergéncia foi de 16,7 h no grupo com virus positivo e de

14,1 h no grupo com virus negativo (p = 0,665).

Na analise univariada foram identificadas trés variaveis com p < 0,10: febre no domicilio

(p = 0,006), febre na emergéncia (0,077) e indice de massa corporal (p = 0,071).

A tabela 6 apresenta a analise de regressao logistica multipla de Poisson, considerando

como variavel dependente a identificacado viral e como variaveis independentes o IMC, febre no
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domicilio e febre na emergéncia. Febre na emergéncia foi posteriormente removida do modelo
pois esta estava associada com a febre no domicilio, permanecendo o modelo que incluia como

variaveis independentes somente o IMC (p = 0,01) e a febre a domicilio (p = 0,03).

DISCUSSAO

Neste estudo, foi identificada uma prevaléncia de 13,5% de virus respiratério. Dentre as
caracteristicas clinicas estudadas, a febre no domicilio e indice de massa corporal estiveram
associados com a identificagdo de virus respiratério, sendo que 66% dos pacientes com virus
identificado apresentaram febre no domicilio comparado a 27% de pacientes sem virus
identificados. Em relacdo ao IMC os pacientes com virus positivo apresentaram uma média de
27,913,87 e os pacientes sem virus, uma média de 24,616,1.

Em relagdo a analise multivariada para as variaveis com p< 0,10, um paciente com
febre a domicilio apresenta 3 vezes a chance de possuir identificagao viral positiva desde que,
controlado para o IMC.

A prevaléncia encontrada em nosso estudo é semelhante a encontrada em outros
trabalhos que também utilizaram a técnica de IFI como método diagndstico e nos quais a
freqiéncia de identificagdo de virus respiratério foi de 10 a 21% (11;19;20). Varios fatores
podem ter contribuido para subestimar a identificacio viral no presente estudo. O primeiro deles
foi a prépria sensibilidade do método de IFl. Também o tempo de duragdo do quadro viral pode
ter interferido na identificagao viral, ja que a IFl tem seu melhor rendimento quando realizada
em 24 a 48 horas do inicio dos sintomas (21). Em nosso estudo, a duracdo mediana dos
sintomas da crise asmatica para todos os pacientes foi de 12 horas com desvio interquartilico
de (4-24h). Além disso, a freqUéncia da identificacdo de virus na crise asmatica depende
diretamente da metodologia aplicada. Algumas técnicas, como isolamento viral em cultura de

células, podem aumentar a carga viral e melhorar a sensibilidade do teste de IFl, mas séo de
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dificil realizagdo e ndo estdo disponiveis em nosso meio (22-24). Além disso, a infecgcéo
respiratéria com outros virus, como o rhinovirus e o coronavirus, ndo considerados neste
estudo, pode contribuir como fator desencadeante da crise asmatica (25-27). A identificagéo
desses virus exige técnicas especiais como o cultivo celular e PCR (5). Estudos utilizando estas
novas técnicas de diagndstico tém mostrado maior freqiéncia de infecgbes virais em adultos
com exacerbagado da asma (22-27).

No entanto, cabe defender a técnica de IFI que, por ser um rapido e efetivo método de
deteccéao viral, com custos razoaveis, encontra utilidade na pratica clinica para o diagnostico
das infecgdes respiratorias (21). Apesar disso, fica a tarefa de complementar esse estudo com
a utilizacao da técnica de PCR.

Uma dificuldade técnica encontrada nesse trabalho foi a pouca quantidade de secrecao
obtida pela aspiracdo nasofaringea, mesmo que o procedimento tenha sido realizado de rotina
consecutivamente através das duas narinas. Isto fica expresso pelo fato de que a amostra de
secrecdo obtida foi insuficiente para a pesquisa viral em 6 dos 111 pacientes incluidos no
estudo.

Nos dados da crise atual, apresentado na Tabela 4, merecem atencédo os achados de
que os pacientes com identificagdo viral negativa tiveram freqiiéncia elevada de sintomas
compativeis com quadro clinico viral (cefaléia, coriza, congestdo nasal, dor de garganta,
otalgia, disfonia, mialgia), ndo diferindo dos pacientes com identificagédo viral positiva. Também
a identificagdo subjetiva de infecgdo respiratoria (resfriado, gripe ou sinusite) como
desencadeante da crise nao diferiu entre esses dois grupos. Ainda que o método de
diagndstico viral empregado tenha subestimado a real prevaléncia de virus respiratorio nessa
amostra, a elevada frequiéncia desses sintomas no grupo sem identificagcéo viral aponta, com
maior probabilidade, para a falta de especificidade desses parametros clinicos como

indicadores de infecgao respiratoria viral.
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Ainda cabe considerar como limitagdes metodologicas nesse estudo a forma de
amostragem. A amostragem de conveniéncia (28) tornou factivel a execugao dessa pesquisa
clinica em nossa realidade atual. Achamos que o voluntarismo e outros tipos de vieses de
selegdo foram minimizados com a estratégia de arrolar consecutivamente as pessoas
acessiveis no periodo de realizagdo do estudo e que a amostra obtida representa
adequadamente a populagéo-alvo do estudo.

Em relagéo as estagdes do ano, o presente estudo nédo observou diferenga significativa
na prevaléncia de identificacdo viral. Neste estudo foi observada uma maior prevaléncia do
virus do tipo adenovirus.

Em concluséo, foi identificada uma prevaléncia de 13,5% de virus respiratério na asma
aguda, em pacientes com idade igual ou maior que 12 anos, atendidos na sala de emergéncia,
confirmando a natureza viral como um fator associado ao desencadeamento de crises
asmaticas, porém nao tao freqiente quanto na faixa etaria pediatrica. As caracteristicas clinicas
associadas com a identificagdo de virus respiratério foram febre no domicilio e IMC. Os
pacientes com febre no domicilio e com maior IMC apresentam maior chance de ter

identificagcdo viral positiva do que os pacientes sem essa caracteristica.
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TABELA 1

Caracteristicas Gerais de pacientes atendidos por asma aguda no Servigo de Emergéncia do

HCPA
Variavel Total Virus positivo Virus negativo RP p
(n=111) (n=15) (n =96) RP (IC95%)

Sexo, n (% sim) 0,999
Masculino 21(18,9) 3 (20,0) 18 (18,8) 1,07 (0,33-0,46)
Feminino 90 (81,1) 12 (80,0) 78 (81,3) -

Idade (anos), média+ DP 45,1 £ 20,3 48,8+ 16,8 45,0+ 20,8 1,01(0,99-1,03) 0,507

Cor n, (% sim) 0,479
Branca 57(63,3) 6 (50,0) 51(65,4) 0,58 (0,20-0,65)
N&o-branca 33 (36,7) 6 (50,0) 27 (34,6) -

Estado civil, n (% sim) 0,999
Solteiro 65 (60,7) 9 (64,3) 56 (60,2) 1,16 (1,42-0,23)

Casado 42 (39,3) 5 (35,7) 37 (39,8) -
IMC, média + DP 22,5+5,9 27,9+3,87 24,746,1 1,09(1,02-1,16) 0,071

n = numero de casos, RP = razdo de prevaléncia, IC = intervalo de confianca de 95%, DP =

desvio padrao e IMC = indice de massa corporal.

Teste do qui-quadrado para variaveis categéricas, teste t para amostras independentes para as

variaveis quantitativas e razdo de prevaléncia com intervalo de 95% para a forga de associagéo

com a identificacao viral positiva.
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TABELA 2

Dados da historia pregressa de pacientes atendidos por asma aguda no Servigo de Emergéncia

do HCPA
Variavel Virus positivo Virus negativo RP (IC 95%) P
(n=15) (n =96)

Idade do diagnéstico (anos), 14 (2;27) 14 (3;39) 0,99(0,97-1,02) 0,793
mediana (II)

Visitas prévias a emergéncia, n (% sim) 12 (80,0) 85 (88,5) 0,58(0,19-1,80) 0,611
Visitas nos ultimos 30 dias, 1(1;2) 1(1;1) 1,26(0,87-1,84) 0,242
mediana (II)

Visitas no ultimo ano, mediana (II) 2(1;7) 3(1:;5,3) 1,03(0,93-1,14) 0,784
Hospitalizagao no ultimo ano, n (% sim) 3(20,0) 35(36,5) 0,48 (0,14-1,60) 0,339
N° de hospitalizagées no ultimo ano, 2 (1;7) 1(1;2) 1,40(0,74-2,65) 0,773
mediana (ll)

Internagdo em UTI, n (% sim) 3 (20,0) 22(22,9) 0,86 (0,26-2,81) 0,999
N° de internagdes em UTI, mediana (ll) 1(1;1) 1(1;2) 0,41(0,18-0,93) 0,442
Intubagdo prévia, n (% sim) 2(13,3) 16(16,7) 0,80(0,20-3,23) 0,999
N° de intubagdes, mediana (ll) 1(1;1) 1(1;1) 2,44(3,36-1,76) 0,634
Histéria de tabagismo, n (% sim) 8(53,3) 35 (36,5) 1,81(0,71-0 ,63) 0,336
Magos-ano, mediana (ll) 2(1,1;24,3) 17,8(5;29,3) 0,99(0,94-1,03) 0,248
Fumante atual, n (% sim) 2(13,3) 4(4,2) 2,70 (0,78-9,3) 0,397
Tabagismo passivo, n (% sim) 5(33,3) 49(51,0) 0,53 (0,19-0,45) 0,318

n = numero de casos, UTI = unidade de tratamento intensivo, RP = razao de prevaléncia e IC =

intervalo de confianga de 95%.

121



Teste U de Mann-Whitney para as variaveis quantitatitvas, teste do qui-quadrado para as variaveis
categoricas e razao de prevaléncia com intervalo de confianca de 95% para a for¢a de associagao

com a identificacao viral positiva.
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TABELA 3

Medicamentos usados por pacientes atendidos por asma aguda no Servigo de Emergéncia do

HCPA
Variavel Virus positivo  Virus negativo RP p
(n=15) (n=96) (1C95%)

Corticéide VO no ultimo més, n (% sim) 9(60,0) 48(50,0) 1,42 (0,54 - 3,73) 0,658
Corticoide inalatorio, n (% sim) 7(46,7) 45(46,9) 0,99 (0,39 -2,55) 0,999
Beta,-longa acao inalatério, n (% sim) 4(26,7) 37(38,5) 0,62 (0,21 -1,82) 0,549
Xantina oral, n (% sim) 3(20,0) 13(13,5) 1,48 (0,47 -4,68) 0,789
Beta,-curta acao inalatério, n (% sim) 11(73,3) 70(72,9) 1,02 (0,35-2,95) 0,999
Ipratropio inalatorio, n (% sim) 5(33,3) 41(42,7) 0,71 (0,26 —1,93) 0,686
Uso de nebulizagao, n (% sim) 9(60,0) 77(80,2) 0,44(0,17-1,11) 0,159

VO = via oral, RP = Razao de prevaléncia para a identificagcao viral positiva; IC 95% = intervalo de

confianga de 95%.

Teste do qui-quadrado para as variaveis categoricas e razao de prevaléncia com intervalo de

confianga de 95% para a forga de associagdo com a identificagao viral positiva.
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TABELA 4

Dados da crise atual de pacientes atendidos por asma aguda no Servigo de Emergéncia do

HCPA
Variavel Virus positivo  Virus negativo RP p
(n=15) (n =96) (IC 95%)

Duragao da crise (horas), mediana 12 (6;36) 12 (3,3;24) 1,00(0,98-1,00) 0,742

(I1)

Identificagao do fator

Desencadeante, n (% sim)
Infecgéo 8 (53,3) 38 (39,6) 1,62 (0,63 —4,14) 0,469
Alérgenos 3 (20,0) 28 (29,2) 0,65 (0,20 -2,13) 0,670
Exercicio 2(13,3) 13 (13,5) 098 (0,25-3,94) 0,999
Mudanga climatica 5 (33,3) 35 (36,5) 0,89 (0,33 -2,42) 0,999

Crise em uso de corticéide 5(33,3) 41 (42,7) 0,70 (0,26 —1,93) 0,686

Sistémico, n (% sim)

Sintomas, n (% sim)
Cefaléia 12 (80,0) 69(71,9) 1,48 (0,45-4,89) 0,729
Coriza 10 (66,7) 60 (62,5) 1,17 (0,43 - 3,19) 0,981
Congestao nasal 10 (66,7) 58 (60,4) 1,27 (0,46 — 3,45) 0,859
Dor de garganta 7(46,7) 31(32,3) 1,68 (0,66 —4,28) 0,425
Otalgia 4 (26,7) 23 (24) 1,30 (0,39 -3,26) 0,999
Disfonia 8 (53,3) 44 (45,8) 1,35 (0,50 -3,33) 0,792
Mialgia 11(73,3) 66 (68,8) 1,21 (0,42 - 3,54) 0,955
Tosse 15 (100,0) 84 (87,5) 0,85(0,78-0,93) 0,316
Expectoragao 11(73,3) 72 (75) 0,93 (0,32-2,68) 0,999
Febre no domicilio 10 (66,7) 26 (27,1) 4,17 (1,54 - 11,3) 0,006
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Sintomas gripais na
Familia, n (% sim)
Sinais

Temp. axilar > 37,8°C,
n (%sim)

FC (bpm)

FR (mrpm)

Sibilancia, n (% sim)

Crepitantes, n (% sim)

Roncos, n (% sim)

SpO;, (%), mediana (Il)

6 (40,0)

4 (26,7)

113 (98;119)
26 (24;31)
14 (93,3)
2 (13,3)
4 (27,0)

98 (96;98)

52 (54,2)

9(9,4)

108 (96;21)
26 (22;28)
84 (87,5)
16 (16,7)
21(22,0)

96 (94;98,3)

0,61 (0,23 — 1,60)

2,71 (1,01 -7,3)

1,01(0,97-1,03)
1,01(0,94-1,09)
1,85 (0,26 —13,0)
0,80 (0,20 — 3,23)
1,25 (0,44 —3,60)

1.12(0,97-1,28)

0,457

0,077

0,860
0,624
0,825
0,999
0,936

0,287

RP = razado da prevaléncia para a identificagc&o viral positiva, IC 95% = intervalo de confianca de

95%, FC = frequéncia cardiaca, bpm = batimentos por minuto, FR = frequiéncia respiratéria,

mrpm = movimentos respiratérios por minuto e SpO, = saturagdo de oxigénio medida pela

oximetria de pulso digital.

Teste t para amostras independentes ou teste U de Mann-Whitney para as variaveis

quantitatitvas, teste do qui-quadrado para as variaveis categoricas e razao de prevaléncia com

intervalo de confianga de 95% para a for¢ga de associagdo com a identificagao viral positiva.
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TABELA 5

Desfechos da Crise de pacientes atendidos por asma aguda no Servico de Emergéncia do

HCPA
Desfechos Virus positivo Virus negativo RP (IC 95%) P
(n=15) (n=96)
Alta da emergéncia, n (% sim) 9 (60,0) 72 (75,0) 0,94 (0,22 -4,0) 0,999
Internacao hospitalar, n (%sim) 2 (13,3) 15 (15,63) -
Permanéncia na emergéncia em h, 16,7+6,05 14,1+2,02 - 0,665

média = DP

RP = razao da prevaléncia para a identificagdo viral positiva, IC = intervalo de confianca de
95% e DP = desvio padrao.

Teste do qui-quadrado para varidveis categoricas, razdo de prevaléncia com intervalo de
confianga de 95% para a for¢ca de associagdo com a identificagcao viral positiva, teste t para

amostras independentes ou teste U de Mann-Whitney para as variaveis quantitativas.
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TABELA 6
Andlise de regressao logistica de pacientes atendidos por asma aguda no Servigo de
Emergéncia do HCPA

Variaveis independentes OR (Cl 95%) P
IMC 1.08 (1.02;1.14) 0.01
Febre no domicilio 3.06 (1.09;8.58) 0.03

RP = razdo de prevaléncia, IC = intervalo de confiangca de 95%, IMC = indice de massa

corporal.

Andlise de regressdo logistica multipla de Poisson, utilizando como variavel dependente a

identificagdo viral positiva.
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Figura 1 — Prevaléncia da identificagdo de virus respiratério na asma aguda atendida no setor

de adultos da sala de emergéncia em relagdo a estacéo do ano.
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7 ANEXOS
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(Anexo 1)

QUESTIONARIO VIRUS RESPIRATORIO NA ASMA AGUDA

I. Identificacéo:

1. Nome: 2. Data: / /

3. Sexo:

4. Idade: 5. Enderecgo:

6.Telefone: 7. N° consulta: 8. N° prontuario no HCPA:
9. Altura: 10.Peso: 11. Profissao:

12. Estado civil:

Il. Dados da histéria pregressa:

1. Idade do diagndstico de asma:

2. Visitas prévias a servigo de emergéncia por crise de asma:

( )néo; () sim; numero de visitas no ultimos 30 dias ;

numero de visitas no ultimo ano

3. Hospitalizagao por asma no ultimo ano: ( )n&o; ( )sim, quantas
4. Internagao prévia em UTI: ( )nao; ( )sim, quantas
5.Intubacéo e ventilagdo mecénica prévia: ( )nao; ( )sim, quantas

6. Uso de corticoide oral nos ultimos 30 dias:

( ) néo; ( )sim.

7. Uso regular de corticéide inalatorio:

( )nao; ( )sim.

10. Uso regular de beta, agonista inalatério de longa acgéo:

( )nao; ( )sim.
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11. Uso regular de xantina via oral:

( )nao; ( )sim.
12. Uso de beta, agonista inalatorio de curta duragao: ( )néo; ()sim.
13. Uso de brometo de ipratrépio inalatério: ( )néo; ( )sim.
12. Uso de nebulizador no domicilio: ( ) n&o; ()sim.
13. Doenga coexistente: ( )nao; ( )sim, pulmonar
cardiovascular
neurolégica
hepatica
psiquiatrica
outra
14. Tabagismo: ( ) nao; ( ) sim, dos aos anos, __ cigarros/dia.

15. Fumante atual: ( ) ndo; ( ) sim.

16. Tabagismo passivo (domiciliar): ( ) ndo; ( ) sim.

[ll. Dados da crise atual:

1. Estimativa da durac&o da crise até o atendimento na emergéncia: horas.
2. O paciente identifica alguns fatores desencadeantes da crise?

()ndo; ( )sim. ( )infeccao (caracteriza gripe, resfriado ou sinusite);

( ) alérgenos inalatérios. Qual? ;

( ) exercicio;

( ) mudanca climatica.

3. Crise em vigéncia de corticoterapia sistémica: ( )n&o; ( )sim.
4. Temperatura axilar na admissao: °C
5: FC na admissao: bpm
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6: FR na admissao: mrpm

7. PFE na admisséo da emergéncia:______ I/min; % do previsto

8. Saturacao da oxiemoglobina (em ar ambiente) na admissédo da emergéncia: %
9. Dor de cabeca: () sim; () n&o.

10. Coriza: () sim; () n&o.

11. Congestao/obstrucéo nasal: () sim; () néo.

12. Dor de garganta: ( ) sim; () ndo.

13. Dor de ouvido: ( ) sim; nao.

14. Disfonia (rouquidao): ( ) sim; () nao.

15. Mialgia: () sim; () ndo.

16. Tosse: () sim; () ndo.

17. Expectoracéo: ( ) sim; () néo.

18. Febre (temperatura axilar > 38° C) no domicilio - considerar desde o inicio da crise:

() sim; () nao.

19. Febre (temperatura axilar > 38° C) observada em algum momento na emergéncia:

() sim; () nao

20. Ausculta pulmonar no momento da avaliagdo pelo membro da pesquisa:

sibilancia: () sim; () nao;

crepitantes: () sim; () néo;

roncos: () sim; () néo.

21. Realizou Rx de térax na emergéncia? () sim; ( ) nao.

22. Se realizou Rx de térax: ( ) nao; ( )sim.

() consolidagao; () infiltrado focal; () infiltrado difuso; ( ) espessamento de paredes brénquicas.
23. Algum familiar ou membro de seu domicilio teve sintomas de resfriado ou gripe (coriza,
congestao/obstrucao nasal, dor de garganta, rouquidao, tosse, expectoragao, febre) nas ultimas

2 semanas. () sim; () nao.
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IV. Desfecho da crise:
( ) alta da emergéncia; ( ) internagdo em enfermaria; ( ) internagcdo em UTI; ( ) obito.

Tempo de permanéncia (horas) na emergéncia:
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(Anexo 2)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DE PREVALENCIA DE VIRUS RESPIRATORIO EM PACIENTES COM ASMA

AGUDA GRAVE

A asma é uma das doengas mais freqlientes em qualquer faixa etaria, sendo que sua
prevaléncia, em diversas séries epidemioldgicas, varia de 5% a 10%. Esta também entre as
mais importantes causas de utilizagdo de recursos de saude, seja em ambulatério ou em
consultorios médicos privados, seja em hospitais, servicos de emergéncia e, até mesmo, em

unidades de tratamento intensivo.

Este € um trabalho de pesquisa para identificar se algum tipo de virus respiratorio é
responsavel pela sua crise de asma. Este estudo estabelecera a incidéncia dos virus
respiratérios como fator desencadeante da crise asmatica nos pacientes atendidos no setor de
adultos do Servigo de Emergéncia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, servindo para o

controle da infecgao viral em nivel hospitalar.

Para o exame sera colhida secre¢cédo nasofaringea. Uma sonda € inserida através da narina até
atingir a regiao da nasofaringea, quando entao uma succ¢ao é aplicada aspirando o muco para o
interior de um equipo. Este procedimento sera realizada por profissional habilitado. O risco para
o0 paciente € minimo, podendo apenas ter um desconforto momentaneo, ocorrendo coriza,

espirro e prurido.

A coleta sera realizada com o seu consentimento e o material colhido sera levado ao laboratério
e somente utilizado para fins deste estudo. Sera vetado o uso dessa secregao para outras
finalidades. Seu nome e dados nao serdo divulgados, assegurando-se a sua privacidade.
Mesmo aceitando participar desse estudo, vocé podera retirar seu consentimento a qualquer

momento, sem nenhum tipo de prejuizo para o seu tratamento.
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O presente consentimento atende as Diretrizes e Normas Regulamentadoras para a Pesquisa
em Saude, do Conselho Nacional de Saude (Resolugdo 196/96), sera assinado em duas vias,
de igual teor, ficando uma via em poder do paciente ou de seu representante legal e outra com

0 pesquisador responsavel.

Prof. Dr. Sérgio Saldanha Menna Barreto (fone 3316 8241) - Hospital de Clinicas de Porto

Alegre € o pesquisador responsavel por esta pesquisa.

Data / /

Nome do Paciente ou Voluntario:

Assinatura

Nome do Responsavel Legal, quando for o caso:

Assinatura
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