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RESUMO

As pneumonias sd0 importantes problemas de salde publica em paises em
desenvolvimento, representando uma das principais causas de hospitalizacdes e Obitos em
criancas. O human bocavirus (HBoV) € um agente causador de infeccdes respiratorias superiores
e inferiores, acometendo principalmente criangas menores de cinco anos. O objetivo deste estudo
é descrever a prevaléncia do HBoV e as caracteristicas clinico-epidemioldgicas das criangas
acometidas por este agente na cidade de Fortaleza, Ceara. Para isto, foram coletados aspirados de
nasofaringe de 545 criancas de até cinco anos de idade atendidas em um hospital pediatrico de
referéncia em Fortaleza. Foram incluidas criangas diagnosticadas com pneumonia entre janeiro de
2013 a dezembro de 2014. As amostras foram submetidas a PCR para deteccdo do HBoV e
parainfluenza 4 (P1V4) e imunofluorescéncia indireta para deteccdo de respiratory syncytial virus
(RSV), adenovirus (AdV), influenza A e B (FLU A e FLU B) e parainfluenza virus 1, 2 e 3 (PIV1,
PIV2, PIV3). A maioria das criancas foram atendidas nas salas de emergéncias/observagéo
(279/545; 51,1%), e enfermarias (208/545; 38,1%). Do total de amostras analisadas, 359 (65,8%)
foram positivas para pelo menos um virus pesquisado. Dessas, 70,8% (254/359) das amostras
apresentaram um unico virus detectado e 29,2% (105/359) dois virus ou mais. O HBoV foi
detectado em 87 amostras (15,9%), sendo o segundo virus mais prevalente, atras do RSV (150 /
27,5%). O PIV3, AdV, PIV4, PIV1, FLU A, FLU B, e PIV2 estiveram atrds do HBoV com 86
(15,7%), 45 (8,2%), 42 (7,7%), 33 (6%), 30 (5,5%), 3 (0,5%) e 3 (0,5%) deteccoes,
respectivamente. Das 87 amostras positivas para HBoV, 44 (50,5%) foram coinfec¢cdes com outros
agentes virais, ocorrendo 15 (34%) coinfec¢des com RSV, 12 (27,2%) com PIV3 e cinco (11,30%)
com PIV4 como os agentes mais frequentes detectados concomitantemente com o HBoV. A idade
média das criancas infectadas por HBoV foi de 12,1 meses e 0s sintomas mais frequentes foram
tosse, dispneia e febre. Além disso, 90,6% das criancas positivas para HBoV receberam
antibioticos para o tratamento empirico da pneumonia. O HBoV nao apresentou nenhum padréao
de circulacgdo, porém foi mais frequente no primeiro semestre do ano, totalizando 68,9% dos casos.

O HBoV é um agente frequente de pneumonias na populacéo de estudo.

Palavras-chave: Pneumonia viral; Epidemiologia; Criangas; Bocavirus humano.



ABSTRACT

Pneumonia is an important public health problem in developing countries, representing one
of the main causes of hospitalization and death in children. Human Bocavirus (HBoV) is a
causative agent of upper and lower respiratory infections, mainly affecting children under five
years of age. The aim of this study is to describe the prevalence of HBoV and the clinical and
epidemiological characteristics of children affected by this agent in the city of Fortaleza, Ceara.
For this purpose, nasopharyngeal aspirates were collected from 545 children up to five years old
treated at a reference pediatric hospital in Fortaleza. Children diagnosed with pneumonia between
January 2013 and December 2014 were included. The samples were submitted to PCR for
detection of HBoV and parainfluenza 4 (PIV4) and indirect immunofluorescence for detection of
respiratory syncytial virus (RSV), adenovirus (AdV), influenza A and B (FLU A and FLU B) and
parainfluenza virus 1, 2 and 3 (PIV1, PIV2, PIV3). Most of the children were seen in the
emergency/observation rooms (279/545; 51.1%), and in the wards (208/545; 38.1%). Of the total
samples analyzed, 359 (65.8%) were positive for at least one virus investigated. Of these, 70.8%
(254/359) of the samples had a single virus detected and 29.2% (105/359) had two viruses or more.
HBoV was detected in 87 samples (15.9%), being the second most prevalent virus, behind RSV
(150 / 27.5%). PIV3, AdV, PIV4, PIV1, FLU A, FLU B, and PIV2 were behind HBoV with 86
(15.7%), 45 (8.2%), 42 (7.7%), 33 (6%), 30 (5.5%), 3 (0.5%) and 3 (0.5%) detections, respectively.
Of the 87 samples positive for HBoV, 44 (50.5%) were coinfections with other viral agents, with
15 (34%) coinfections occurring with RSV, 12 (27.2%) with PIV3 and five (11.30%) with PIV4
as the most frequent agents detected concomitantly with HBoV. The mean age of children infected
with HBoV was 12.1 months and the most frequent symptoms were cough, dyspnea, and fever. In
addition, 90.6% of HBoV-positive children received antibiotics for the empirical treatment of
pneumonia. HBoV did not present any pattern of circulation, but it was more frequent in the first
half of the year, totaling 68.9% of cases. HBoV is a frequent agent of pneumonia in the study

population.

Keywords: Viral pneumonia; Epidemiology; Children; Human bocavirus.
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1. INTRODUCAO

A pneumonia é definida como uma infecgdo aguda do parénquima pulmonar por um ou
mais agentes infecciosos. As pneumonias adquiridas na comunidade (PAC) sdo aquelas que
acometem os individuos fora do ambiente hospitalar ou nas primeiras 48 horas apds internacédo
hospitalar (MACKENZIE, 2016).

As PAC séo importantes causas de morbidade e mortalidade infantil tanto em paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento (RUDAN et al., 2013). As pneumonias representam
uma das principais causas de hospitalizacGes e mortes em criancas menores de cinco anos. Em
2013, 3,2 milhdes de criancas morreram por doencgas infecciosas, aproximadamente 15% (0,9
milhdes) desses Obitos ocorreram devido as pneumonias (WALKER et al., 2013). Esta
proporcao se repete em 2017, com 800.694 mortes nesta populacdo (WHO, 2019). A incidéncia
média das pneumonias, no mundo, é estimada em 0,22/crianca variando de 0,11 a 0,51 (LIU et
al., 2015). No Brasil, a incidéncia estimada de pneumonias em crian¢as menores de cinco anos
foi de aproximadamente 150/1000 habitantes, em 2015. A incidéncia da doenca no pais € a
maior na América Latina (MCALLISTER et al., 2019).

Em 2015, india, Nigéria, Indonésia, Paquistdo e China foram responsaveis por 54% dos
casos de pneumonias no mundo (LIU et al., 2015). Dentre os paises da América Latina, o Brasil
possui a maior incidéncia, destacando 598.668 hospitalizacbes com mais de 52 mil 6bitos
devido a pneumonia em 2017 no pais, reforcando o problema de satde publica (GOMES, 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em resposta a grande importancia mundial
das pneumonias, iniciou em 2013, o Integrated Global Action Plan for the Prevention and
Control of Pneumonia and Diarrhoea (GAPPD), com o objetivo de reduzir os Obitos por
pneumonias para 3 criancas por 1000 nascidos vivos até 2025 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION et al., 2013).

Diversos microrganismos podem causar pneumonias, incluindo bactérias, virus e
fungos. Dentre os agentes bacterianos nos casos de PAC na populagédo infantil, destacam-se
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus e bacilos Gram
negativos. Os virus sdo 0s principais agentes etiolégicos das pneumonias, com taxas de
deteccdes de 30% a 66% (ZHOU et al., 2018; GADSBY et al., 2016; CANTAIS et al., 2014;
JAIN et al., 2015; NING et al., 2017). O respiratory syncytial virus (VSR), influenza A virus
(FLU A) e B (FLU B), parainfluenza 1 (PIV 1), 2 (PIV2), 3 (PIV3) e 4 (PIV4), adenovirus
(AdV), coronavirus, metapneumovirus, rhinovirus e, mais recentemente descoberto, 0 human
bocavirus (HBoV) sé&o agentes virais comumente detectados em casos de pneumonias.

Observagdes trazidas dos poucos estudos realizados até 0 momento atestam que a
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prevaléncia do HBoV nos casos de pneumonias varia de 9,9% a 23,1% em criangas (NING et
al., 2017; NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2018; ZHOU et al., 2018). As crian¢as mais
jovens, principalmente as menores de 24 meses de idade, sdo mais acometidas pela doenca e ha
maior gravidade nesta faixa etaria (ZHOU et al., 2018).

Dado a importancia das pneumonias e o desconhecimento da prevaléncia, caracteristicas
e circulacdo do HBoV nas pneumonias na populacdo infantil do estado do Ceara, torna-se

necessario, para nosso entendimento, o estudo deste agente.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Descoberta do human bocavirus (HBoV)

O HBoV foi primeiramente descrito, em 2005, por um grupo de pesquisadores suecos
em aspirados de nasofaringe (ANF) de criangas com sintomas de infec¢des respiratdrias do trato
superior e inferior. As criancas, apesar da sintomatologia, ndo possuiam nenhum agente viral
ou bacteriano detectavel no trato respiratorio. Desta forma, os pesquisadores decidiram realizar
um ensaio metagenémico para deteccdo de material genético presente na amostra. Para detectar
um possivel novo agente, os pesquisadores realizaram a purificacdo de &cidos nucleicos nas
amostras respiratorias das criangas. O material extraido foi amplificado por Random PCR, na
qual, cada amostra passou por reaces de PCR com oligonucleotideos randémicos para agentes
com genoma de DNA e outra reacdo de RT-PCR para detec¢do de agentes com genoma de
RNA. O produto da PCR foi purificado e ligado a um vetor e inseridos em Escherichia coli. Os
clones foram sequenciados e comparados com sequéncias conhecidas. A maioria dos clones
foram reconhecidos como sendo de sequéncias humanas ou de patégenos ja conhecidos. No
entanto, as amostras de algumas criancgas apresentavam sequéncias semelhantes a de parvovirus
com alta similaridade com o bovine e canine bocavirus, colaborando para que o novo agente,
fosse classificado como human bocavirus (HBoV) (ALLANDER et al., 2005).

Posteriormente, em 2007, na Espanha, o HBoV foi detectado em fezes de criangas com
infeccbes respiratorias. As criangas concomitantes ao quadro respiratério, também
manifestaram gastroenterites aguda. Os pesquisadores submeteram as fezes das criangas a
pesquisa de HBoV, onde o agente também foi detectado (VICENTE et al., 2007).

2.2 Taxonomia

O HBoV pertence a familia Parvoviridae, esta familia é subdividida em duas
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subfamilias, Densovirinae e Parvovirinae, de acordo com o hospedeiro que infecta. A
Densovirinae € composta por virus que infectam invertebrados, incluindo insetos,
equinodermos e crustaceos. A subfamilia Parvovirinae é dividida em oito géneros que infectam
hospedeiros vertebrados: Protoparvovirus, Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Tetraparvovirus,
Dependoparvovirus, Erythroparvovirus, Copiparvovirus, e Bocaparvovirus sendo, este tltimo,
0 género em que 0 HBoV esté inserido. Esses virus infectam mamiferos, aves e répteis. Os virus
que pertencem a familia Parvoviridae sdo classificados de acordo com analises filogenéticas da
sequéncia da proteina NS1 (COTMORE et al., 2019). A FIGURA 1 mostra a divisdo das

subfamilias e espécies de importancia para 0 homem da familia Parvoviridae.

FIGURA 1 - A familia Parvoviridae, os géneros de suas duas subfamilias e as espécies de
importancia clinica para 0 homem.

Amdoparvovirus

Aveparvovirus

Bocaparvovirus ——————Human bocavirus 1-4
Copiparvovirus

Dependoparvovirus

Erythroparvovirus—— Huyman parvovirus B19
Protoparvovirus

Tetraparvovirus

— Parvovirinae ———

Parvoviridae

Aguambidensovirus
Blattambidensovirus
Diciambidensovirus
Hemiambidensovirus
Iteradensovirus
Miniambidensovirus
Muscodensovirus
Pefuambidensovirus
Protoambidensovirus
Scindoambidensovirus
Tetuambidensovirus

— Densovirinae

Fonte: COTMORE et al., 2019.

O género Aveparvovirus € composto por virus que infectam aves, causando enterites
nestes animais (KOO et al., 2015). O género Protoparvovirus possui espécies de virus que
infectam cdes, gatos, guaxinins e roedores sendo responsaveis por gastroenterites nesses
animais e seus representantes mais conhecidos séo os virus da pancoleucopenia felina e o canine

parvovirus. O human bufavirus, virus que pertencente a esse género, ja foi detectado em
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amostras fecais de criancas, porém ndo ha associacdo com doenga no homem até o0 momento.
O género Amdoparvovirus € composto por Carnivore amdoparvovirus 1-4 e causa “Aleutian
disease”, doenca que acomete visons e furdes. O género Tetraparvovirus € composto por
espeécies de virus que infectam primatas e 0 homem. Apesar de o0 human parvovirus 4 (PARV4)
ja ter sido detectado no homem, pouco se sabe sobre sua capacidade patogénica. O género
Dependoparvovirus compreende espécies que ndo possuem a capacidade de replicagdo
autébnoma, necessitando de uma coinfeccdo com outros virus. Os Copiparvovirus causam
infeccOes gastrointestinais e respiratorias em diversos animais, incluindo bovinos e suinos
(COTMORE et al., 2019). O género Erythroparvovirus é composto pelo parvovirus B19
(B19V) e virus a ele associados. As espécies classificadas nesse género possuem em seu
genoma apenas duas regibes promotoras e uma regido de poliadenilacdo. O B19V foi
descoberto por Cossart e colaboradores em 1974 durante uma triagem de amostras de doadores
de sangue. A amostra quando testado por radioimunoensaio e imunodifusdo apresentou
resultado anormal e quando submetida a microscopia eletrénica revelou particulas virais
semelhantes aos parvovirus. O nome deste virus € derivado da identificacdo da amostra onde
este agente foi encontrado. (COSSART et al., 1974; COTMORE et al., 2019). O B19V causa,
mais comumente, eritema infeccioso em criangas, hidropsia fetal, artropatias e anemia aplastica
transitoria em pacientes imunocomprometidos (QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG,
2017). Por muito tempo o B19V foi o Unico membro da familia Parvoviridae a causar doenga
no homem.

O género Bocaparvovirus é composto por 21 espécies que infectam diversos animais,
incluindo 0 homem. A origem do nome do género é decorrente dos hospedeiros das primeiras
duas espécies classificadas, “bovine” e “canine”. Os Bocaparvovirus tém genomas que variam
de 5,000-5,500 nt. O capsideo empacota DNA de polaridade negativa em 90% a 95% das
montagens virais apds a replicacdo e codificam uma proteina de peso de 25kDa, a NP1 que é
exclusiva do género. A maioria das espécies deste género foram descobertas por métodos
moleculares modernos e ainda ndo isoladas (COTMORE et al., 2019).

2.3 Aspectos gerais e estrutura do HBoV

A palavra “parvo” do latim significa pequeno, e junto com o0s picornavirus, 0s
parvovirus, sdo 0s menores agentes infecciosos a causar doengca no homem. Os parvovirus séo
virus ndo envelopados, possui genoma de DNA fita simples linear e simetria icosaédrica de 18
a 26nm de diametro. Os virions sdo compostos de 75% proteina e 25% DNA, sendo resistentes

a solventes lipidicos e estaveis a grandes varia¢Ges de temperatura e pH. A inativacdo destes
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agentes pode ser alcangada com a utilizagdo de agentes oxidantes, formalina e luz ultravioleta
(QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG, 2017; ZOU et al., 2016).

O genoma do HBoV contém aproximadamente 5400 nucleotideos e possui trés “Open
Reading Frames” (ORFs). Duas dessas ORFs codificam cinco proteinas ndo estruturais, as
proteinas NS1-4 e NP-1. A terceira e ltima ORF localizada na extremidade direita do genoma
viral codifica trés proteinas estruturais chamadas de VP1, VP2 e VP3 de 671, 581 e 542
aminoéacidos, respectivamente (FIGURA 2). A expressdo das proteinas estruturais VP1, VP2 e
VP3 ocorre na propor¢do de 1:1:10, respectivamente (MIETZSCH et al., 2017). A proteina
NS1 é fundamental na replicacdo destes agentes uma vez que atua na ligacéo e hidrélise de
nucleotideos. Possui dois sitios de ligagdo de DNA, um responsavel pelo reconhecimento da
origem de replicacdo do genoma viral e outro o dominio ativo da endonuclease. A proteina NS2
possui ambos o0s sitios da NS1 enquanto a NS3 apenas o dominio responsavel da funcéo de
endonuclease. Ainda ndo se sabe a funcdo da proteina NS4. A proteina NP-1 é exclusiva do
género Bocaparvovirus, atua na replicacdo e montagem dos novos virions e € a Unica proteina
dos parvovirus a atuar no processamento do RNAmM e expressao das proteinas do capsideo viral.
(QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG; ZOU et al., 2016). Além disso a NP-1 parece ser
indutora de apoptose regulando a replicacdo viral (SUN et al., 2013). As proteinas VP1, VP2
e VP3 compde o capsideo viral. A regido codificadora de VP1 esta contida no mesmo frame de
leitura que as proteinas VP2 e VP3, fazendo com que estas proteinas sejam semelhantes, porém
a proteina VP1 possui um nimero maior de nucleotideos. A proteina VP1 possui atividade
enzimatica de fosfolipase, a qual é necessaria para a evasdo da inativacdo viral via endossomo
e lisossomo. Esta atividade enzimatica ja se mostrou prejudicial para células em estudos in
vitro. A VP3 ¢é a principal proteina do capsideo e é responsavel pela resposta imunoldgica do
hospedeiro. O HBoV néo codifica uma DNA polimerase, precisando, entdo, infectar células
gue possuam alta capacidade replicativa. As regides codificadoras de NS1 e NP-1 sdo utilizadas
para deteccdo do HBoV por métodos moleculares. (QIU, SODERLUND-VENERMO,
YOUNG; ZOU et al., 2016; GUIDO et al., 2016)
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FIGURA 2 - Proteinas codificadas pelo HBoV.
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Fonte: CRISTENSEN et al., 2019.
As extremidades do genoma de DNA fita simples do HBoV apresentam hairpins composto de
sequencias terminais repetitivas com alta concentracéo de timina e citosina.

No geral, 0 genoma dos parvovirus possui em suas extremidades sequéncias terminais
repetitivas palindromicas que se dobram e adquirem estrutura de “hairpins”. Essas estruturas
sdo essenciais para a replicacao deste virus uma vez que funcionam como primers paraa DNA
polimerase da célula hospedeira sintetizar uma nova fita de DNA viral, tornando o genoma do
virus em DNA fita dupla durante uma etapa da replicagdo (QIU, SODERLUND-VENERMO,
YOUNG, 2017; ZOU et al., 2016).

O capsideo do HBoV possui caracteristicas comuns com o0s outros membros da familia
Parvoviridae. As depressoes, saliéncias elevadas e projecdes em seus eixos sdo ocasionadas
pela distribuicdo e organizacdo das proteinas estruturais que se juntam em montantes de 60
capsdmeros e empacotam o genoma viral. As projecdes observadas na superficie do capsideo
viral designam o sitio de ligagdo com receptores das células hospedeiras em outros membros
da familia Parvoviridae (GURDA et al., 2010).

2.4 Replicagdo

Os mecanismos pelos quais 0os HBoV se replicam ainda ndo estéo totalmente claros. No
entanto, a replicacdo de outros parvovirus é bem descrita na literatura. Acredita-se que o HBoV
se ligue a um ou mais receptores nas membranas das células epiteliais aéreas e células da

mucosa gastrointestinal, fixando-se através das proteinas estruturais VP1 a VP3. Em seguida,
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0s agentes penetram na célula hospedeira por endocitose e permanecem dentro dos endossomaos,
evadindo-se da inativacdo endossomal por acéo da VP1, até chegar proximo da regido nuclear
onde séo liberados da vesicula por um processo ainda desconhecido. Uma vez liberados no
citoplasma, por um processo dependente do citoesqueleto, os virus sdo transportados e chegam
ao nacleo da célula hospedeira através dos poros da carioteca. No ndcleo, ocorre o
desnudamento do genoma viral. Por ndo possuir nenhuma polimerase viral, a replicagdo ocorre
totalmente por uma DNA polimerase da célula hospedeira utilizando as estruturas repetitivas
nas extremidades do genoma que adquirem formacao de hairpins que fornece a extremidade 3’
OH livre para a polimerase celular sintetizar um intermediario do genoma viral de DNA fita
dupla que funciona como um molde para a transcricdo e replicacdo (LUO, QIU 2015;
COTMORE et al., 2019).

A proteina NS1 tem papel importante na replicacdo do genoma viral, uma vez que possuli
dominio com ac¢do de endonuclease que combina as duas fitas de DNA e promove um corte na
regido especifica das sequencias palindrémicas. Além disso, esta proteina possui atividade de
DNA helicase. A NP1 é codificada exclusivamente por espécies do género Bocaparvovirus e
promove o processamento de RNA mensageiro e poliadenilacdo (SHEN et al., 2015). A NP1
também regulacdo a expressao das proteinas estruturais. Em mutantes knockout para NP1, ha
baixa expressdo das proteinas que compde o capsideo viral (ZOU et al., 2016). Apos a
transcricdo, os RNA mensageiros sao maturados com o CAP 5™ por a¢do de guaniltransferases
e metiltransferases celulares e adquirem cauda poli A através da polimerase poli A do
hospedeiro. O HBoV, codifica um non-coding RNA de 140 nucleotideos chamado de Boca SR
que regula a expressao de proteinas ndo estruturais, fundamentais para a replicacdo do genoma
viral. (WANG et al., 2017).

O ciclo replicativo do HBoV ainda ndo estd completamente estabelecido. Ainda nao se
sabe que proteina celular funciona como receptor para a infec¢do. Entretanto o B19V possuli
seus mecanismos replicativos bem explicados, e por ser da mesma classificacdo de Baltimore
e da mesma familia viral, o ciclo replicativo do B19V pode ser utilizado para explicar o ciclo
de vida dos demais parvovirus (FIGURA 3). O B19V transcreve apenas um Unico RNA
mensageiro que é regulado por fatores transcricionais, como CREBP, GATA e Octl, além de
peptideos virais. Apods a transcricdo do RNAm, este sofre splicing dando origem a 12 RNA
mensageiros maduros que codificam as proteinas estruturais (VP1 e VP2) e trés que codificam
as proteinas ndo estruturais (NS1 e proteinas de 7kDa e 11-kDa). Em seguida 0 RNAm viral é
metilado na extremidade 5’ e poliadenilado em sitios especificos do genoma. As proteinas

estruturais, produzidas na fase tardia da replicacéo, se agrupam em montantes de 60 capsdmeros
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e sdo transportadas para o ntcleo e empacotam o DNA viral recém replicado. Unicamente fitas
simples de DNA sdo empacotadas nos capsideos. Tanto fitas de polaridade positiva quanto
negativa sdo empacotadas isoladamente. Acredita-se que o processo de replicacdo do B19V
seja semelhante a outros parvovirus, incluindo o género Bocaparvovirus (GANAIE, QIU,
2018).

FIGURA 3 - Esquema replicativo de B19V.
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Fonte: QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG, 2017.

O B19V infecta células progenitoras da medula éssea se ligando ao antigeno P através da VP1
(1). A ligacdo ao receptor promove uma mudanga conformacional na proteina VP1 (2). A VP1u
interage com co-receptores e promovendo a endocitose da particula viral (3). O virus é liberado
no citoplasma (4) e transportado para o ntcleo através do citoesqueleto onde passam pelos poros
da carioteca e ocorre o desnudamento viral (5). Tdo logo € exposto ao nacleo, o genoma viral é
convertido em DNAfd por acdo de polimerases celulares (6). Moléculas do hospedeiro STAT5
fosforilada, regulada por eritropoetina, funciona como fator de polimerizacdo de DNA que é
essencial para a conversdo do genoma viral em DNAfd (6a-6b). Apds a conversdo em DNAGT,
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a proteina NS1 se liga a elementos de ligagdo de NS1 e corta uma das fitas na extremidade
esquerda. Este evento cria uma nova extremidade 3 ' OH livre para a replicagdo do genoma
viral (7a-7d). Quando a molécula de DNA esta em fita dupla a RNA polimerase Il celular
transcreve 0 RNAm viral e traduzido nos ribossomos (8-10). As proteinas do capsideo, VP1 e
VP2, formam os capsdmeros (11-12a) e se complexam em capsideo vazio (13). A proteina NS1
corta as duplas fitas de DNA (7e) e o genoma DNATfs viral é empacotado no capsideo (14).
Apos traduzidas a NS1 retorna para o nucleo e potencializa a replicagdo viral (12b) e é pode
induzir apoptose (16) liberando a particula viral madura (15).

2.5 Patogénese
Apesar de ser detectado em amostras respiratdrias, fezes e sangue, 0s mecanismos pelos

quais 0 HBoV causa doencga ainda ndo estdo bem estabelecidos. Estudos com cultivo de células
primarias de epitélio aéreo (HAE-ALI) demonstram que o HBoV pode se replicar em células
sem alta atividade replicativa causando perda da integridade celular, perda dos cilios, ruptura
das juncOes celulares e hipertrofia de células epiteliais e infeccdo persistente. Apesar da
dificuldade de cultivar o virus em modelos in vitro e animais estes achados sugerem que a
patogénese do HBoV seja ocasionada por este tipo de dano as células do epitélio aéreo (DENG
et al., 2016; HUANG et al., 2012). A FIGURA 4 mostra detalhes de como o HBoV infecta as
células do trato respiratorio e gastrointestinais.

O HBoV pode causar infeccdes assintomaticas (BYINGTON et al., 2015; GARCIA-
GARCIA et al., 2008), infeccdes ndo complicadas do trato respiratorio superior (NOKSO-
KOIVISTO et al., 2014; ZHENG et al., 2010) e infeccBes do trato respiratorio inferior graves
(MOESKER et al., 2015; ESKOLA, XU, SODERLUND-VENERMO, 2017). O HBoV
também pode causar gastroenterites agudas, porém seu papel na doenca é questionado devido
sua alta taxa de coinfeccdo com outros agentes virais, principalmente rotavirus e norovirus
(SIQUEIRA tal., 2017; DE etal., 2017). O HBoV infecta as vias aéreas superiores e inferiores
podendo causar resfriado, doenca semelhante a gripe, bronquiolite, asma e pneumonia cursando
com manifestacdes clinicas semelhantes as infec¢cdes respiratorias causadas por outros virus
respiratorios como tosse, febre e dispneia (LEE et al., 2019; KARALAR et al., 2010) e diarreia,
como a principal manifestacdo das gastroenterites, que também representa uma das principais

causas de mortalidade em criangas menores de cinco anos (LIU et al., 2015).
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FIGURA 4 - Patogénese do HBoV.
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Fonte: SCHILDGEN O; SCHILDGEN V, 2018.

O HBoV infecta as células do hospedeiro através de goticulas e aerossois que podem ser levadas
até o trato respiratorio através das maos ou aspiradas durante a respiracdo (1). Na nasofaringe
0 HBoV infecta o sitio, causando infeccdo respiratoria alta (2) que pode se disseminar até 0s
pulmdes (3). A infeccdo do trato gastrointestinal é transmitida por degluticdo das particulas
virais presente no ambiente e alimentos, ou degluticdo das secrecfes respiratdrias expectorada
(4-5).

O HBoV é transmitido principalmente por secrecfes respiratorias, como goticulas e
aerossois contaminados com o agente e transmissao fecal-oral. Outra forma de transmissdo €

através de fémites contendo o virus, uma vez que estes agentes podem permanecer intactos fora
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do hospedeiro por varias horas (QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG, 2017). Além
disso, o HBoV foi detectado em esgotos, lagos e crustaceos, sugerindo o possivel risco de
contaminacdo por alimentos frescos (SALVO et al., 2018; LA ROSA et al.,, 2018). A
transmissdo nosocomial ja foi relatada em unidades de terapia intensiva, tanto em adultos
quanto em criangas. A transmissdo dentro do ambiente hospitalar € ocasionada durante o
manejo dos pacientes por parte da equipe médica que pode adquirir a infec¢do e/ou transmitir
entre os pacientes do setor de atendimento (HONG et al., 2014; DURIGON et al., 2010).

O HBoV possui alto nivel de coinfeccdo com outros patdgenos virais. Este fato dificulta
o0 entendimento da patogénese deste agente, uma vez que nestas situacdes ndo se sabe se 0
HBoV é de fato o agente etiol6gico da doenca. Entretanto, como demostra JJANG et al. (2016),
as infeccdes em que apenas 0 HBoV é detectado apresenta maior carga viral quando comparado
com coinfec¢des. Ainda neste estudo, as infec¢bes com alta carga viral de HBoV apresentaram
maior gravidade da doenga, demonstrando que o virus pode ser o agente etiologico dessas
infeccOes (JIANG et al., 2016). Outro estudo mostra que as criangas com infeccdes respiratorias
por HBoV com elevada carga viral possuem maior periodo de hospitalizacdo (PRINCIPI et al.,
2015). Estudos semelhantes comprovam estes achados (ZHAO et al., 2013; ZHOU et al., 2014;
GHIETTO et al., 2015).

2.6 Resposta Imune

Um componente muito importante do sistema imune é o papel dos interferons nas
infeccBes por virus durante o primeiro estagio da infeccdo viral. Durante esta fase, padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPS) reconhecem o0s componentes virais, como 0
genoma viral e proteinas virais através de receptores que reconhecem patégenos (PRRs) para
iniciar a sinalizacdo que iniciam a transcricdao e sintese de IFNa/p. O fator regulatério de
interferon 3 (IRF-3) é um importante elemento nesse processo (LORENZI AND COELHO-
CASTELO, 2011). Os virus evoluiram o suficiente para adquirir mecanismos de evasao do
sistema imune e assim continuam infectando seus hospedeiros e gerando sua progénie. Em um
estudo realizado com o objetivo de demonstrar a capacidade de proteinas do HBoV de inibir a
sintese de IFN B, os pesquisadores mostraram que as proteinas ndo estruturais NP1 e NS1
inibem significativamente a producdo de INF B atraves da ligacdo ao dominio de ligacéo de
DNA do IRF-3, levando & interrup¢do da producédo de IFN B (ZHANG et al., 2012)

A resposta imune celular contra 0 HBoV é pouco descrita na literatura. A resposta
inflamatdria ocasionada pela infeccdo do HBoV induz a alta concentragdo de fator de

crescimento endotelial, TNF-a, TNF-$ e inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1)
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(QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG, 2017). A concentracio de INF-y e IL-2 é
detectada em niveis elevados quando comparada com a infecgdo por outros virus respiratorios
(CHUNG et al., 2008). Além disso, criancas com bronquiolites por HBoV apresentam
concentracdes de IFN-y, IL-2, e IL-4 elevadas (CHUNG et al., 2008) O aumento dessas
citocinas parece contribuir para exacerbacdo da asma (CHRISTENSEN et al., 2019).

Anticorpos IgG e IgM especificos & VP1 e VP2 séo detectados comumente em pacientes
com infeccdo e em fase de convalescenca. (LINDNER et al., 2008; LIN et al., 2008) A molécula
de IgG pode permanecer sendo detecta por varios anos apés a infecgéo e é utilizada em estudos
soroepidemiol6gicos (HUSTEDT et al., 2012; GUIDO et al., 2012).

2.7 Epidemiologia

O HBoV circula em todos os continentes causando infeccbes respiratorias e
gastroenterites em criancas e adultos (REMOLINA et al., 2015). Nas infeccGes respiratorias,
considerando as vias aéreas superiores e inferiores, 0 HBoV possui prevaléncia de 2,6% a
28,6% (AKTURK et al., 2015; DELUCA et al.,, 2015; WANG et al., 2016; LJUBIN-
STERNAK et al., 2019; ZHOU et al., 2018) e prevaléncia de 1,2% a 41% em infeccbes
gastrointestinais (CAMPOS et al., 2016; LA ROSA et al., 2016; TYMENTSEV et al., 2016;
ALAM et al., 2015; ZHOU et al., 2017).

O HBoV possui quatro geno6tipos (HBoV1-4), sendo diferenciado na quantidade de
nucleotideos nas proteinas virais. Apesar de ser pequenas alteracdes, 0 HBoV1 esta associado
as infeccGes do trato respiratério enquanto o HBoV2-4 ¢ mais comumente detectado nos
quadros de gastroenterites (GUIDO et al., 2016; KUMTHIP et al., 2021; NANTACHIT et al.,
2021).

A deteccdo do HBoV, em muitos casos, ocorre com a co-deteccdo com outro patdégeno
tanto nas infec¢des respiratorias quanto gastrointestinais. A taxa de co-detec¢do do HBoV com
outros patodgenos virais varia de 49% a 75% em infec¢des respiratdrias (JIANG et al., 2016;
MOESKER et al.,2015; KENMOE et al., 2016) e em infec¢bes gastrointestinais o numero de
co-deteccdo pode chegar até a 98% (ALAM et al., 2015). N&o se sabe a real explicacdo deste
evento, porém ha sugestdes de que este agente consiga causar infecgdo persistente mesmo apos
o término das manifestaces clinicas, sendo assim detectado (DENG et al., 2016).

Quanto a circulacéo, este virus ndo apresenta nenhum padréo caracteristico, diferente
de outros virus respiratérios, como 0 RSV e FLU A que circula durante o periodo de inverno
ou chuvoso da regido (MOURA et al., 2013).

Ha poucos artigos no Brasil sobre o HBoV em infecgbes respiratorias, dentre os
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encontrados durante a producdo deste trabalho, ha estudos em Salvador, Recife, Porto Alegre,
Sdo Paulo e Rio de Janeiro apresentando prevaléncia de 20,9%, 19%, 13,2%, 10,7% e 2,4%,
respectivamente (NASCIMENTO-CARVALHO etal., 2018; PILGER et al., 2011; BEZERRA
et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012; DURIGON et al., 2010). Estes estudos foram
realizados em curtos periodos, assim, dificultando a analise de uma possivel circulagéo sazonal
no Brasil. Em outros paises da América do Sul, tais como Colémbia e Peru, mostraram
prevaléncia do HBoV de 28,6% e 25,1%, respectivamente (REMOLINA et al., 2015;
SALMON-MULANOVICH et al., 2011). Um estudo retrospectivo realizado no Chile detectou
0 HBoV em amostras de fezes de criangas com gastroenterites coletadas em 1985, confirmando
que este agente possui uma longa circulacdo (LEVICAN et al., 2013). Na Argentina, a
prevaléncia ¢ mais baixa, variando de 6,8% a 10,8% (DELUCA et al., 2016; SALMON-
MULANOVICH et al., 2011).

2.8 Diagndstico

O diagnostico de infeccbes respiratdrias geralmente inclui a deteccdo do agente por
imunofluorescéncia, cultura viral em células ou tecidos, sorologia e deteccdo de acidos
nucleicos por técnicas moleculares (HEMATIAN et al., 2016; GADSBY et al., 2016; ZHANG
et al., 2020). Esta ultima, desenvolvida em 1985 possibilitou o diagnostico de infecces virais
por meio da detecgdo sensivel do material genético de agentes em amostras bioldgicas e sua
aplicacdo esta cada vez mais frequente. Pela metodologia, qualquer virus é potencialmente
detectavel (TORRES et al., 2016).

2.8.1 Isolamento viral

O padrdo ouro da microbiologia consiste no cultivo do microrganismo e, no caso dos
virus, o isolamento do agente em cultura de células/tecidos. O HBoV pode ser cultivado no
modelo de cultura de epitélio pseudoestratificado primario das vias aéreas humanas (do inglés:
human airway epithelium (HAE) culture model). Este modelo tem sido usado para o estudo de
diversos virus respiratorios (DENG et al., 2013; ZOU et al., 2019). O HBoV também pode ser
cultivado em linhagens celulares de adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2). Apesar de ser
dificilmente utilizado no diagnostico de infeccdo por HBoV devido a dificuldade de isolamento
do agente, essas culturas sdo importantes para compreender a fisiopatologia deste virus
(GHIETTO et al., 2017).
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2.8.2 Técnicas moleculares
As técnicas de biologia molecular possuem elevada sensibilidade e especificidade e com

a sua aprimoracdo foi possivel descrever e detectar diversos microrganismos até entdo
desconhecidos, incluindo o HBoV (ALLANDER et al., 2005). A reacdo em cadeia da
polimerase, suas variantes e o sequenciamento génico permitiram melhor entender a biologia
do agente (QIU, SODERLUND-VENERMO, YOUNG, 2017).

Atualmente h4 painéis de kits comerciais para deteccdo de diversos virus causadores de
doencas respiratorias e 0 HBoV ja esta incluido em muitos deles (SAILS et al., 2017; RASHID
et al., 2018). Para a deteccdo do HBoV por estas técnicas, as sequencias de NS-1 e NP1 sédo
geralmente utilizadas como alvo de amplificacdo devido sua elevada conservacdo na espécie
(MORENO et al., 2016; LIGOZZI et al., 2017). Por estas metodologias é possivel diferenciar
0S quatro genotipos deste agente. Além disso, é possivel identificar a carga viral presente na
amostra bioldgica, o nivel de expressdo genica de determinada proteina durante uma infeccao

aguda e associa-los com a gravidade da doenca (XU et al., 2017; JIANG et al., 2016).

2.8.3 Sorologia

O diagnostico de infeccBes virais por deteccdo de anticorpos antivirais especificos é
uma técnica tradicional muito utilizada na clinica médica do Brasil. Além de ser uma técnica
rapida, e de féacil reproducdo apresenta também custo reduzido quando comparado a outras
técnicas para diagndstico viral (NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2018). O método possui
utilidade clinica, porém € limitado pela necessidade de comparacédo de anticorpos de fase aguda
e anticorpos convalescentes (STORCH, 2000). Outra limitacéo € o periodo ideal para a coleta
de sangue, que pode variar de acordo com a suspeita clinica. Para o diagnostico de B19V por
exemplo, o periodo ideal para a coleta da amostra é 8 a 10 dias ap6s o inicio da infec¢do, periodo
necessario para a soroconversao (MAKHLOUF, ELWAKIL, IBRAHIM, 2017).

Héa disponiveis no mercado kits baseados em particulas semelhantes aos antigenos virais
de HBoV para deteccdo de anticorpos da classe 1gG e IgM. Trata-se de um teste de ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) utilizando proteinas recombinantes do capsideo viral,
comumente VP2 e VP3. Embora seja uma técnica classica, a sorologia para diagnéstico de
infeccdo por HBoV deve ser combinada com outra técnica mais sensivel, uma vez que néo faz

a deteccdo do agente propriamente dito (XU et al., 2017).
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3. HIPOTESES

e OsHBoV sdo agentes etioldgicos frequentes de pneumonias na populacéo infantil do estado
do Ceara.

e Nao é possivel diferenciar clinicamente as pneumonias causadas por HBoV dos demais

virus respiratorios.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar os padrdes clinico-epidemioldgicos das pneumonias por human bocavirus
em criancas de até cinco anos atendidas em um hospital de referéncia na cidade de Fortaleza-
Ceara, de 2013-2014.

4.2 Obijetivos especificos

e Determinar a frequéncia de pneumonias por human bocavirus na populacédo de estudo e
comparar com outros virus respiratérios ja estudados em Fortaleza.

e Descrever os aspectos clinico-epidemiolégicos das pneumonias onde foram detectados os
human bocavirus.

e Comparar a circulacdo do human bocavirus com a de outros virus respiratérios estudados

em Fortaleza.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo de estudo

Este estudo é do tipo transversal, retrospectivo, observacional e descritivo.

5.2 Local de estudo

O estudo foi conduzido na cidade de Fortaleza-CE (3° 43' S -38° 32' W) que possui
314,353 km? de medida territorial e 2.686.612 habitantes. A cidade possui clima Tropical
Quente Sub-umido com temperatura média de 26°C a 28°C, com dois periodos bem definidos:
0 chuvoso, que predomina de margo a junho e o seco, que se estabelece durante o restante do

ano. Os dados de territdrio e populacdo foram descritos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
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Estatistica em 2020 (IBGE) e os dados climaticos pela Fundacdo Cearense de Meteorologia e
Recursos Hidricos (FUNCEME). As criancas incluidas no estudo foram atendidas no Hospital
Infantil Albert Sabin (HIAS). O HIAS é uma instituicdo de referéncia para pacientes infanto-
juvenis no Estado do Ceara e oferece atendimento publico de urgéncia, com cerca de 17 mil
atendimentos por més, unidade de terapia intensiva pediatrica, enfermarias, e aproximadamente
830 internagdes por més. O HIAS é o unico hospital publico infantil terciario do Estado do
Ceara referéncia no atendimento a criancas e adolescentes com doencas graves e de alta

complexidade e reconhecido como instituicdo de ensino e pesquisa.

5.3 Populacéo de estudo

Foram incluidos neste estudo criancas de 0 a 60 meses, de ambos 0s sexos, diagnosticas
clinicamente com pneumonias no HIAS durante o periodo de janeiro de 2013 a dezembro de
2014. Sinais e sintomas como tosse, febre, taquipneia, retraces do toracicas, crepitacdes, dor
no térax e hipoxemia sdo algumas das apresentacGes de pneumonias, além disso achados
radiologicos do pulmédo como condensacdo, infiltrado intersticial e derrame pleural foram
usados para o diagndstico de pneumonia, de acordo com a Sociedade Brasileira de Pediatria
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2018).

Os dados clinico-epidemioldgicos foram coletados nos prontudrios por meio de
questionario estruturado com perguntas fechadas. As principais varidveis estudadas foram sexo,
idade de admissdo, enfermaria, fatores de risco (casos de IRA na familia, tabagismo passivo,
frequéncia em creche ou escola, amamentacdo, prematuridade, imunossupressao) e
comorbidades (doencas cardiacas, pneumopatias, neuropatias, asma, refluxo gastresofagico). O
ANEXO A mostra a ficha clinico-epidemiolégica. Criancas hospitalizadas nos ultimos 14 dias,
com histéria de pneumonia aspirativa ou diagndstico de pneumonia nosocomial foram
excluidas do estudo. Consideramos o atendimento das criancas em UTIs e Reanimagdo como
PAC grave.

5.4 Questdes éticas

O termo de consentimento livre e esclarecido foram assinados pelos pais ou
responsaveis das criangas participantes (ANEXO B). E o protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica do HIAS (070/09), que pode ser acessado no ANEXO C.
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5.5 Amostras respiratorias

Ap0s a obtencao do consentimento de participacao da pesquisa pelos responsaveis pelas
criancas, uma amostra de aspirado de nasofaringe (ANF) foi coletado logo apds o diagnostico
médico de pneumonia. Um Unico ANF foi coletado de cada crianga incluida no estudo. O ANF
foi coletado utilizando uma sonda inserida na narina com 4 a 6cm de profundidade, até a
nasofaringe e a secrecdo foi aspirada com o auxilio de uma seringa (SUNG et al., 2018). A
sonda utilizada foi a sonda uretral n° 6, que possui calibre de 6 Fr. Todas as amostras foram
coletadas em tubo Falcon contendo 3 mL de meio de transporte viral: composto por meio
essencial minimo com L-glutamina, penicilina, estreptomicina e anfotericina B, e transportadas
a 4°C a 8°C ao Laboratorio de Virologia da Universidade Federal do Ceara (LVUFC), onde
foram processadas. Tdo logo que as amostras chegassem no laboratério todas foram
processadas e submetidas a imunofluorescéncia indireta (IFI). Além disso, 1 mL dessas

amostras foram armazenadas a -70°C para posterior processamento por PCR.

5.6 Pesquisa viral

Todas as amostras de ANF coletadas foram submetidas anteriormente a IFI para
pesquisa de RSV, AdV, FLU A, FLU B e PIV 1, 2 e 3. A técnica foi realizada no mesmo dia
em que as amostras foram coletadas e o resultado foi entregue para os clinicos do HIAS em até
24 horas ap0s a coleta. E possivel ver com detalhes o procedimento da técnica de IFI no
APENDICE A. Além disso, estas amostras foram submetidas a pesquisa de PIV 4 por Nested
RT-PCR em outro projeto realizado no LVUFC (OCADAQUE, 2016). Os resultados dessas
pesquisas foram armazenados em um banco de dados para posterior analise de resultados. Neste
estudo, as amostras foram submetidas a PCR para detec¢do de HBoV. A técnica de PCR para
deteccdo de HBoV citada neste paragrafo sera detalhada a seguir. A FIGURA 5 mostra as etapas

da pesquisa viral.
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FIGURA 5 - Fluxograma: Etapas da pesquisa viral na populagéo de estudo.

Diagnostico de
PAC. Pneumonia adquirida fora de
ambiente hospitalar ou nas
primeiras 48 horas ap6s
hospitalizacdo.

Obtencao da
autorizacao dos
responsaveis e
coleta dos dados
(ANEXO 1) .

Amostras coletadas em Coleta de ANF

meio de transporte viral e
transportadas a 4° a 8°C

Criacao e alimentacao do banco
de dados com as informacgdes
das criancas e resultado da
pesquisa viral.

Realizacdo da técnica de IFI

para pesquisa de RSV, AdV,

FLUAeBePIV1,2e3 no
mesmo dia da coleta.

Entrega dos resultados
da pesquisa viral para os

clinicos do HIAS em até
24 horas apos a coleta.

Aliguota das amostras e
estocagem a -70°C.

Extracdo das amostras

estocadas a -70°C para

pesquisa de PIV4 por
NESTED RT-PCR.

OCADAQUIE, 2016

Extracdo das amostras
estocadas a -70°C para
pesquisa de HBoV por PCR.

Realizado neste estudo

PAC = pneumonia adquirida na comunidade; ANF = aspirado de nasofaringe; IFI = imunofluorescéncia indireta;
RSV = Respiratory syncytial virus; AdV = Adenovirus; FLUA = Influenza A; FLUB = Influenza B; PIV1 =
Parainfluenza virus 1; PIV2 = Parainfluenza virus 2; Parainfluenza virus 3; PIV4 = Parainfluenza virus 4; HBoV

= Human bocavirus.
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5.6.1 Detecgdo viral por método molecular
Atécnica de PCR foi empregada para deteccéo de HBoV nas amostras de ANF coletadas

das criancas submetidas no estudo.

5.6.2 Extracdo de acidos nucleicos

A primeira etapa para detecgdo viral por técnicas moleculares é a extracdo do acido
nucleico viral. O DNA/RNA viral foi extraido utilizando o AxyPrep ™ BodyFluid Viral DNA
/ RNA Miniprep Kit (Axigen Biotechnology, California, USA), seguindo orientacGes do
fabricante.

A extragdo do material genetico foi realizada de acordo com os seguintes passos: (1)
200uL da amostra foram centrifugadas a 12000rpm em micro centrifuga refrigerada; (2) o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorff ® e adicionado 200uL do tampé&o
de lise viral e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos; (3) em seguida foi adicionado
75uL do tampéo de precipitacdo proteica e centrifugacdo por 5 minutos 12000rpm em micro
centrifuga refrigerada; (4) o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 250uL
de isopropanol+1% de acido acético e homogeneizado; (5) a mistura anterior passou por
filtracdo em mini colunas com filtros fornecidas pelo kit e centrifugado por 1 minutos a 6000
rpm em micro centrifuga refrigerada; (6) seguido de lavagem com 500uL de tampéo e incubado
a temperatura ambiente por 1 minuto. (7) apés centrifugacdo por 1 minutos a 12000 rpm em
micro centrifuga refrigerada, o material filtrado foi descartado e adicionado 800uL de tampéo
de lavagem 2 sobre o filtro da mini coluna e nova centrifugacao por 1 minutos a 12000 rpm em
micro centrifuga refrigerada. (8) por fim, a mini coluna foi inserida em um novo tubo
Eppendorff ® e 50uL de tampdo de eluigdo foi adicionado sobre o filtro da mini coluna e
incubado por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugado por 1 minutos a 12000 rpm em
micro centrifuga refrigerada. A FIGURA 6 detalha o fluxograma da técnica de extracdo
utilizando mini colunas. O produto extraido foi armazenado no freezer -70°C até o momento de

Seu uso.
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FIGURA 6 - Fluxograma de extragdo de acidos nucleicos seguindo o protocolo de mini colunas
com filtros.

Centrifugag3o: 12.000 rpm 4°C
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200ul. de tampdo de lise viral
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Centrifugacdo: 12.000 rpm 4°C Precipitacdo proteica

250ul. de isopropanol + 1%dcido acético

S00ul. de tampdo W1A Lavagem
800uL de tampdo W2
50ul. de tamp3o de ehuicio bvre Ehnicio

de mucleases

- - = - —14 - =

Fonte: Modificado de Protocols Axygen® AxyPrep Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit.

5.6.3 Deteccdo de HBOV por PCR

Para a deteccdo de HBoV o0s seguintes primers foram utilizados primers F-5’-
TATGGCCAAGGCAATCGTCCAAG-3’, R-5’-GCCGCCTGAACATGAGAAACAGA-3’.
Estes primers amplificam a regido NS1 do HBoV. O fragmento amplificado possui 291pb. A
reagdo foi realizada utilizando o Invitrogen ™ Platinum ™ Taq DNA Polymerase, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Por tanto, 0 mix da reacdo foi preparado da seguinte forma: 32,1
ML de agua ultra-pura livre de nuclease; 5 pL de buffer com MgClI2; 0,5 uL de dNTP a 0,2 mM;
1 pL de primer foward e reverse; 0,2 uL de Taq polimerase a 1U/pL e 10uL do &cido nucleico
extraido. A reacdo de amplificacdo seguiu as seguintes condi¢des: desnaturacdo a 95°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C por
45 segundos e extensao a 72°C por 54 segundos, e extensao final a 72°C por 5 minutos (ZHANG

etal., 2008). A reacéo foi realizada no termociclador MultiGene ™ (Labnet, New Jersey, USA).
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5.6.4 Eletroforese em gel de agarose

Para visualizacdo dos amplicon resultantes das PCR para deteccdo de HBoV e PIV4, a
técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Pronadisa®, Conda™) em TBE buffer
(Invitrogen™) foi executada. Para isso 10uL do amplicon foi corado com 1uL Loading Buffer
Gel Red + Xilenocianol (Quatro G). As amostras foram submetidas a 110 volts por 40 minutos
em cuba horizontal. As bandas obtidas por PCR foram visualizadas através de transluminador
de luz ultravioleta e imagens do gel foram capturadas por fotodocumentador. Toda corrida
eletroforética foi percorrida utilizando marcador de peso molecular de 100pb e controle positivo

para HBoV, no primeiro e segundo poco do gel, respectivamente e controle negativo no Gltimo

POGO.

5.7 Anélise estatistica

Os resultados da pesquisa de HBoV foram incluidos no banco de dados contendo as
caracteristicas clinico-epidemioldgica das criancas e os resultados de IFI e PIV4, realizados
anteriormente. A andlise estatistica foi realizada etapas; (1) pacientes positivos, independente
do virus, e negativos para virus e (2) grupos de pacientes positivos para cada um dos nove virus
pesquisados foram usados. Estes dados foram analisados por Teste Exato de Fisher, correlacdo
de Spearman e Odds ratio. Para todos os casos, o nivel de significancia foi de p < 0,05.

6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas gerais da populacéo estudada

Foram incluidas neste estudo um total de 545 amostras coletadas de criancas
diagnosticadas com pneumonias atendidas no HIAS. Do total de amostras coletadas, 261
(47.9%) foram coletadas em 2013 e 284 (52.1%) coletadas em 2014. A maioria das criancas
incluidas neste trabalho possuiam de 0 a 12 meses de vida (357/65.5%) e 58.1% (317) sdo do
sexo masculino. A média de idade em meses da populacéo estudada foi de 13,3. A TABELA 1
mostra todas as caracteristicas clinicas da populacédo estudada e comparagéo entre as criangas
que foram positivas e negativas para virus.

No presente estudo, 279 (51,2%) criangcas foram atendidas no setor de
emergéncia/observacdo, 208 (38,2%) criancas atendidas na enfermaria, 49 (8,9%) na
reanimacdo e nove (1,7%) nas UTIs. A maioria das pneumonias foram consideradas leves,

enquanto 10,6% (58/545) das criancas, foram atendidas na UTI ou setor de reanimacao.
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Embora a faixa etéria mais frequente nos casos de PAC tenha sido criancas em seu
primeiro ano de vida e 0 sexo mais acometido tenha sido o masculino, ndo observamos nenhuma
associacdo com significado estatistico entre 0 grupo positivo e negativo para virus nessas
variaveis. Além disso, também ndo observamos associacdo estatistica entre 0s grupos positivo
e negativo para virus em relagéo ao local de atendimento das criancas.

A maior parte das criancas possuiam pelo menos um fator de risco (384/70,4%). Dessas
384 criancas com fatores de risco, 137 (35,6%) estavam expostas a mais de um fator de risco.
Os fatores de risco mais comumente observados foram presenca de infeccao respiratoria nos
familiares e fumo passivo, visto em 42,2% e 25% casos, respectivamente. Apesar de comum as
criangas apresentarem mais de um fator de risco, ndo encontramos nenhuma associacao
estatistica quanto a deles ou a combinacéo deles a PAC por virus.

Quanto as comorbidades, a populacdo estudada, em sua maioria, estava previamente
higida (402/545; 73,4%), ou seja, ndo apresentava nenhuma doenca de base. Um total de 143
criangas tinha pelo menos uma comorbidade. As doengas de base mais comumente observadas
neste estudo foram as cardiopatias seguidas de neuropatia, observada em 11,9% (76/545) e 8%
(44/545) das criancas. Detalhes podem ser acessados na TABELA 1.

A presenca de diversos sinais e sintomas respiratorios e a combinacéo deles sdo comuns
nas infeccBes respiratdrias agudas. Dentre eles, destacam-se a tosse, dispneia, febre e coriza
que foram apresentados por 80,1% (437/545), 77,2% (421/545), 58,5% (319/545) e 53,3%
(291/545) criangas com PAC, respectivamente. Manifestacbes gastrointestinais, como
anorexia, vomitos e diarreia também foram observadas nas criangas com pneumonias.

Comparando apenas a populacdo positiva para virus e a negativa, ndo encontramos
associacao estatistica entre os sinais e sintomas nesses dois grupos, porém a seguir Serao
apresentadas as associacOes estatisticas para cada virus pesquisados. Apesar de ndo possuir
valor estatistico, a presenca de cianose foi mais frequente na populacdo positiva para virus
guando comparada com a populacdo negativa, das 23 criangas que apresentaram a
manifestacdo, 17 (73,9%) foram positivas para pelo menos um dos agentes estudados, e trés
delas estiveram positivas para 0 HBoV como Unico agente detectado na amostra respiratoria.
Ver detalhes na TABELA 2.



TABELA 1 - Caracteristicas gerais da populacéo de estudo.
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Populacdo Populacao

Populacéo

geral Positiva Negativa HI_30V* R_SV . A_dV . P_IV . F_LU . Coirlfecg(“)fs
Varidveis (N=545)%  (N=350)*  (N=186)* (N=43) (N=87) (N=22) (N=89) (N=13) (N=105)
Sexo
Masculino 317 206 111 24 52 11 49 9 61
Feminino 228 153 75 19 35 11 40 4 44
Idade (média em meses) 13,3 11,5 16,8 12,1 8.9 13.3 13,1 13,8 11,2
Variacdo de meses (1-60m) (1-58m) (1-60m) (1-58m) (1-56m) (2-34m) (1-55m) (2-41m) (1 -55m)
Grupo de idade
0al2 357 248 109 28 68 13 59 9 71
13a24 95 66 29 11 11 6 15 1 22
25a36 38 24 14 2 3 3 7 1 8
37a48 36 16 20 1 3 0 7 2 3
49a 60 19 5 14 1 2 0 1 0 1
Local de atendimento
hospitalar
Emergéncia/Observacéo 279 170 109 26 39 14 49 1 41
Enfermaria 208 150 58 16 37 8 28 11 50
Reanimagao 49 33 16 1 9 0 9 1 13
UTI 9 6 3 0 2 0 3 0 1
Fatores de risco da populacéo
de estudo
Né&o observado 161 110 51 8 27 7 32 5 31
Casos de IRA na familia 233 148 85 21 36 9 31 5 46
Fumo passivo 138 87 51 16 17 5 21 4 24
Frequéncia em creche ou escola 31 15 16 2 2 2 5 0 4
Imunossupressao 4 4 0 1 0 0 1 0 1
N&o amamentado 96 70 26 9 19 3 15 2 22
Prematuridade 49 38 11 5 10 1 11 1 10
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Comorbidades da populagdo

de estudo

N&o observado 402 263 139 33 64 13 66 5 82
Cardiopatia 76 51 25 5 12 6 10 6 12
Pneumopatia 7 5 2 1 0 1 1 0 2
Neuropatia 44 31 13 2 8 4 5 1 9
Asma 15 6 9 1 2 0 3 0 0
Refluxo gastroesofagico 13 9 4 0 2 0 5 0 2
Tratamento

Antitérmico 253 171 82 20 30 12 49 5 55
Aerossol 369 250 119 37 52 12 62 6 81
Broncodilatador 11 5 6 0 2 1 1 0 1
Corticoide 221 152 69 23 36 6 39 4 44
Antibidtico 400 277 123 39 58 13 70 8 89

HBoV = Human bocavirus; RSV = Respiratory syncytial virus;; AdV = Adenovirus; PIV = Parainfluenza virus; FLU = Influenza virus;
*NUmeros em parénteses refere-se a quantidade de individuos em cada grupo. O nimero no grupo para cada um dos virus refere-se a quantidade de deteccoes
Unicas do agente.
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TABELA 2 — Sinais e sintomas apresentados pela populagéo de estudo.

Populacao Populacao Populacao HBoV RSV ADV PIV FLU Coinfeccles
geral Positiva Negativa (N=43)* (N=87)* (N=22)* (N=89)* (N=13)* (N=105)*

Sinais e Sintomas (N=545)* (N=359)* (N=186)*

Tosse 437 306 131 42 63 16 86 7 92
Dispneia 421 286 135 41 59 15 76 8 87
Febre 319 211 108 30 41 12 56 5 67
Coriza 291 179 112 26 36 11 59 5 42
Obstrucdo nasal 255 171 84 20 38 9 41 4 59
Espirros 201 140 61 21 36 5 28 3 47
Anorexia 125 84 41 11 18 7 23 1 24
Vomitos 109 62 47 8 12 5 15 1 21
Diarreia 57 41 16 7 12 2 6 1 13
Cianose 23 17 6 3 3 0 3 1 7
Sibilancia 18 15 3 2 6 0 2 1 4
Convulsdes 17 11 6 0 4 0 1 0 6
Exantema 4 4 0 0 0 0 3 1 0
Conjuntivite 2 1 1 0 0 0 0 0 1
Estridor 1 1 0 0 0 0 1 0 0

HBoV = Human bocavirus; RSV = Respiratory syncytial virus;; AdV = Adenovirus; PIV = Parainfluenza virus; FLU = Influenza virus;

*NUmeros em parénteses refere-se a quantidade de individuos em cada grupo. O nimero no grupo para cada um dos virus refere-se a quantidade de deteccoes
Unicas do agente.
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6.2 Caracteristicas das criangas com pneumonias virais

Nenhum virus foi correlacionado estatisticamente com o sexo, faixa etéaria ou setor de
atendimento hospitalar. Quanto as manifestacfes clinicas, nenhum sinal ou sintoma esteve
associado estatisticamente a infeccdo por HBoV, no entanto, sibilancia esteve associado a
criangas com infecgdo por RSV (p<0.03 [95% ClI: 1.22-4.72]).

Assim como as manifestacdes clinicas, 0 HBoV néo esteve relacionado estatisticamente
a fatores de risco e comorbidades apresentados pelas criangas com PAC. O dnico virus que
esteve associado estatisticamente com comorbidades foi o FLU A, que esteve associado com
cardiopatia (p<0.003 [95% CI: 1.58 — 16.1]), porém houve poucas detec¢cdes do agente na
populacdo estudada.

Quanto ao tratamento, os antibidticos foram usados em 90,6% (39/43) das criancgas que
tiveram apenas o HBoV detectado em seu ANF. Observamos que 400 (73%) criangas incluidas
no estudo tinham antibioticos como uma das formas de tratamento, enquanto 227 (77,1%)
criancas positivas para algum virus pesquisado e 123 (66,1%) nas criancas que nao foram
detectados virus em seu ANF fizeram terapia com antibi6ticos. Além disso, dos 105 casos de
coinfec¢des, 89 (84,7%) criancas receberam antibioticos como tratamento. Aerossol (37/43;
86%) e corticoide (23/43; 53,4%) também foram tratamentos frequentes utilizados em criancas

positivas para HBoV. A TABELA 1 mostra detalhes do tratamento recebido pelas criancas.

6.3 Deteccdo viral

Das 545 criangas estudadas, 359 (65,8%) foram positivas para pelo menos um virus
respiratorio pesquisado. Dessas, 479 virus foram detectados, havendo, portanto, 105 (19,2%)
casos de coinfecgdes com dois (86,7%; 91/105) ou mais virus (13,3%; 14/105). Um total de 87
amostras foram positivas para HBoV (15,9%), sendo 43 (49,5%) deteccBes Unicas. A FIGURA
7 mostra amostra positivas para HBoV em gel de agarose. O PIV4 foi detectado em 42 (7,7%)
amostras, sendo 17 (40,4%) em detec¢des unicas. Utilizando a técnica de IFI, um total de 294
amostras foram positivas para pelo menos um virus. Com esta técnica foi possivel detectar os
seguintes virus respiratorios: RSV (n = 150/ 27,4%); PIV3 (n = 86/ 15,7%); AdV (n = 45/
8,2%); PIV1 (n =33/ 6%); FLU A (n = 30/ 5,4%); FLU B (n = 3/ 0,5%); e PIV2 (n = 3/ 0,5%).
Uma imagem geral da deteccdo viral € mostrada no GRAFICO 1.

Das 87 amostras positivas para HBoV, 44 (50,5%) foram coinfec¢Ges com outros
agentes virais, ocorrendo 15 (34%) coinfec¢bes com RSV, 12 (27,2%) com PIV3 e cinco
(11,30%) com P1V4 como 0s agentes mais frequentes detectados concomitantemente com o
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HBoV. O RSV foi o virus mais frequente detectados em coinfeccGes, correspondendo a 63
(42%) das 150 amostras positivas. Os agentes mais detectados em coinfec¢cdes com RSV foram
HBoV (n =15, 23,8%), AdV (n =12, 19%) e PIV4 (n = 12, 19%). Além disso, houve um caso
em que RSV, FLUA, PIV 1 e HBoV foram detectados em uma unica amostra. A TABELA 3
mostra a frequéncia dos virus detectados em coinfecgdes e 0 GRAFICO 2 mostra a proporgao

de infeccdo isolada e co-detecgdo por cada virus.

FIGURA 7 - Gel de agarose a 1.5% em TBE Buffer.

Fonte: Elaboracdo propria.

A imagem mostra 18 pocos preenchidos. O poco 1 mostra 0 marcador de peso molecular de
100pb, o poco 2 o controle positivo do human bocavirus (HBoV) e os pocos 3, 5, 6, 7 e 14
amostras positivas para HBoV e 0 pogo 18 o controle negativo.



41

GRAFICO 1 - Detecgdo dos virus pesquisados nas amostras respiratorias da populagio de
estudo.
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HBoV = Human bocavirus; PIV4 = Parainfluenza virus 4; RSV = Respiratory syncytial virus; PIV3 =
Parainfluenza virus 3; AdV = Adenovirus; PIV1 = Parainfluenza virus 1; FLUA = Influenza A; FLUB = Influenza
B e PIV2 = Parainfluenzs virus 2.



TABELA 3 - Espécies virais detectadas em casos de coinfeccdes.
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Deteccdes

Virus em coinfeccOes

15
12
12

[y
N

A = e e = = S S S S (R C RN C R JCRR JUR NSRS, IS B o PR <)

1

RSV + HBoV
RSV + AdV

RSV + PIV 4

PIV 3 + HBoV

RSV +PIV 1
PIV1+PIV3

RSV + FLU A
PIV 4 + HBoV

RSV + PIV 3

PIV 1+ HBoV
RSV + AdV + FLU A
PIV1+PIV4
FLUA+PIV3

RSV + FLU A + HBoV
RSV + FLU B

AdV + FLU A

AdV +PIV 4

AdV + HBoV
FLUA+PIV1
FLUA+PIV4

FLU A + HBoV
RSV + AdV + HBoV
RSV + PIV 3 + HBoV
AdV +FLUA +PIV 1
AdV +FLUA +PIV4
AdV +PIV3+PIV4
AdV + PIV 3 + HBoV
PIV1+PIV3+PIV4
PIV 3 + PIV 4 + HBoV
RSV + FLU A + PIV 1 + HBoV

HBoV = Human bocavirus; PIV4 = Parainfluenza virus 4; RSV = Respiratory syncytial virus; PIV3 =
Parainfluenza virus 3; AdV = Adenovirus; PIV1 = Parainfluenza virus 1; FLUA = Influenza A; FLUB = Influenza

B e PIVV2 = Parainfluenza virus 2.
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GRAFICO 2 - Proporcio em nmero dos virus detectados nos casos de infeccdes Unicas e
coinfeccdes.
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HBoV = Human bocavirus; PIV4 = Parainfluenza virus 4; RSV = Respiratory syncytial virus;
PIV3 = Parainfluenza virus 3; AdV = Adenovirus; PIV1 = Parainfluenza virus 1; FLUA =
Influenza A; FLUB = Influenza B e PIVV2 = Parainfluenza virus 2.

6.4 Circulacdo mensal dos virus pesquisados

Entre os meses de fevereiro e mar¢co de 2013 observou-se um pico dos casos de
pneumonias, associado com o aumento do indice pluviométrico, com 93 ocorréncias (35,6%).
Em 2014, o maior pico da doenca foi observado de abril a junho, com 148 (52,1%) casos, O
pico, neste ano, foi observado no final do periodo chuvoso da cidade, que teve inicio em janeiro.

O HBoV foi detectado em todos os meses do ano, sendo mais detectado em maio de
2014, onde ocorreram 21 deteccdes, totalizando 24,1% das ocorréncias do agente durante os 24
meses de estudo. O RSV circulou apenas no primeiro semestre do ano, atingindo o pico de
circulacdo em fevereiro e maio de 2013 e maio a junho de 2014, sendo detectado juntamente
com o aumento das chuvas. O FLUA, assim como o RSV, também foi detectado apenas durante
0 primeiro semestre do ano, mas com menos frequéncia. O AdV também circulou ao longo do
ano, com perfil semelhante ao HBoV. O VP4, apesar de ser detectado em setembro e dezembro,
obteve maior deteccdo no primeiro semestre. Ja o PIV3 circulou ao longo do ano, mas com
maior detecgdo na segunda metade do ano. O GRAFICO 3 mostra a distribuico da circulago
mensal dos virus pesquisados durante os 24 meses do estudo, bem como o indice pluviométrico

da cidade.
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GRAFICO 3 - Distribuigio mensal dos casos de PAC durante o periodo de estudo e a circulacio
dos virus pesquisados.
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DISCUSSAO

O presente estudo destaca a ocorréncia de infecgdo pelo HBoV em criangas menores de
cinco anos com PAC em uma regido tropical semiarida. A prevaléncia dos virus (65.8%) nos
casos de pneumonias infantis observadas neste estudo é uma das maiores presente na literatura.
Aspectos como a populacao, regido, periodo de estudo e técnica empregada para deteccdo de
microrganismos, podem influenciar em altas taxas de detecces virais. Além disso, a queda das
taxas de pneumonias por Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae apds a vacina
pneumocdcica e contra Haemophilus influenzae tipo B resultou em grande reducdo de
pneumonias bacterianas, prevalecendo entdo, os virus (BERG et al., 2016).

As pneumonias sao responsaveis por altas taxas de hospitalizagbes no mundo, essa
proporcdo varia de 5,9% a 16,8%, resultando em aproximadamente 15 milhGes de
hospitalizacGes por ano (SGAMBATTI et al., 2015). Na América Latina as pneumonias de
etiologia bacteriana possuem prevaléncia de 20 a 40% em criangas menores de cinco anos,
sendo o0 Streptococcus pneumoniae o agente bacteriano mais frequente (ANDRADE et al.,
2012). Antes da vacina pneumocdcica no calendario vacinal de Quebec, as pneumonias por
Streptococcus pneumoniae representavam 32% das hospitalizacdes. Apds a introducdo da
vacina em 2004, houve reducdo de 13% dos casos de pneumonias bacterianas e as pneumonias
ndo especificadas prevaleceram (DE WALS., 2008). A reducdo dos casos de pneumonia por
Streptococcus pneumoniae é observada no mundo, incluindo no Brasil onde ap6s a introducao
da vacina pneumocdcica conjugada 10-valente em 2010 houve 10% de reducéo na mortalidade
infantil (SCHUCK-PAIM et al., 2019). Além disso, as taxas de internacdo diminuiram mais de
23% nas criancas menores de um ano (VIEIRA, KUPEK., 2018).

Além da vacina pneumocdcica, a vacina conjugada contra o Haemophilus influenzae
tipo B também teve papel importante na reducdo das taxas de morbi-mortalidade das
pneumonias. Em um estudo realizado na Gambia, a vacina foi responsavel pela queda de 20%
dos casos de pneumonias graves em criangas. No Reino Unido, a incidéncia da doenca causada
por o Haemophilus influenzae em criangas menores de cinco anos caiu de 35,5/100.000 em
1990 para 0,06/100.000 em 2012 (SLACK, 2015). No Brasil, a reducéo de 31% dos casos de
pneumonias foi observada apo6s a introducdo da vacina no calendario vacinal (DE ANDRADE
et al., 2004).

Além das vacinas com seu papel importante na reducédo da prevaléncia das pneumonias
bacterianas, outro aspecto deve ser mencionado para entender melhor a alta prevaléncia dos

virus nas pneumonias atualmente: a pesquisa do agente. As técnicas moleculares disponiveis
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atualmente permitiram que virus, antes dificeis de cultivar em células, fossem detectados com
alta sensibilidade em amostras respiratérias (LIN et al., 2020; RELLER et al., 2003).
Classicamente as pneumonias virais eram diagnosticadas laboratorialmente por isolamento
viral, e a aplicacdo da PCR para deteccdo desses agentes pode aumentar a taxa de detec¢do em
até 42% quando comparada com o isolamento viral (VAN KRAALW et al., 2005; FREYMUTH
et al., 2006). Pelo uso de técnicas moleculares novas espécies de virus causadores de infecces
respiratorias puderam ser descobertas (ALLANDER et al., 2005).

Comparando a taxa de deteccdo do HBoV observada neste estudo com outras
publicacdes no Brasil, a prevaléncia do HBoV esta dentro da taxa de deteccdo no pais, 0 agente
foi detectado em 15,9% na populacdo de estudo. A prevaléncia do HBoV em quadros
respiratorios utilizando a técnica de PCR no pais varia de 2,4% a 23%, sendo quatro estudos
conduzidos na regido Sudeste (SILVA et al., 2018; CACCIA et al., 2012; PILGER et al., 2010;
DURIGON et al., 2010), um no Norte (SILVA et al., 2010), um no Centro-Oeste (CASTRO
et al., 2020) e trés no Nordeste (NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2018; NASCIMENTO-
CARVALHO et al., 2012; SOUZA et al., 2010; ). Um dos estudos conduzidos na regiao
Nordeste, em Salvador, detectou 0 HBoV em apenas 6% (4/66) das criangas incluidas no
estudo. A baixa deteccdo do agente pode ter ocorrido por influéncia da baixa quantidade de
criangas incluidas, apenas 66, pelo tempo de 12 meses de estudo, e o critério de inclusdo de
pacientes: criangas menores de sete meses. Uma crianga com HBoV havia radiologia
compativel com pneumonia (SOUZA et al., 2010). Os outros dois estudos no Nordeste, também
realizados em Salvador, o HBoV teve alta prevaléncia nas criancas com PAC, 20,9%
(NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2018) ¢ 23% (NASCIMENTO-CARVALHO et al.,
2012)

O HBoV foi 0 segundo virus mais detectado, atras apenas do RSV que frequentemente
¢ 0 agente mais prevalente nas infec¢des respiratdrias em criangas no mundo (WANG et al.,
2016; DE CONTO et al., 2019; WONG-CHEW et al., 2017; KURSKAYA et al., 2018; SHI
et al., 2015), no Brasil (GURGEL et al.,, 2016; DE MELLO FREITAS et al., 2013;
GARDINASSI et al., 2021; RIBEIRO et al., 2011) e na cidade de Fortaleza (MOURA et al.,
2013; ALONSO et al., 2012; RABONI et al., 2018).

As criangas do sexo masculino foram ligeiramente mais afetadas por PAC do que 0 sexo
feminino. Comumente a prevaléncia das infeccdes respiratdrias virais € mais observada em
criangas do sexo masculino do que feminino que é frequentemente visto na razdo de 1,2 :1 a
1,5 :1. Isto pode ser explicado por alguns fatores: (1) diferencas anatdbmicas entre os sexos de

forma que o sexo masculino possui vias aéreas mais estreitas e o pulmao é imaturo no primeiro
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ano; (2) o impacto dos horménios na resposta imunologica Thl e Th2. Apesar de ndo
esclarecidos, estes fatores foram propostos para explicar a maior susceptibilidade as infeccbes
respiratorias baixas no sexo masculino (IBAMA et al., 2017; MUENCHHOFF, GOULDER.,
2014; FALAGAS, MOURTZOUKOU, VARDAKAS., 2007).

Quanto a idade, as criancas mais jovens foram mais frequentemente acometidas por
PAC viral neste estudo, 83,3% possuiam de 0 a 24 meses, sendo compativel com outros estudos
gue mostram que a incidéncia e hospitalizacdo das pneumonias diminuem com a idade, sendo
mais alta entre criancas menores de um ano e mais baixa nas criangas com cinco anos (ZHAO
et al., 2019; LI et al., 2017; MISHRA et al., 2016; ALONSO et al., 2012). Ao comparar a
populacdo positiva e a populacdo negativa para virus, a primeira eram compostas de criangas
ligeiramente mais jovens que a populacdo negativa. A média de idade do HBoV (12.1 meses)
foi semelhante ao grupo positivo para virus. O HBoV infecta criancas mais jovens com maior
prevaléncia (SILVA et al., 2018; DELUCA et al., 2016; LU et al., 2015; JIANG et al., 2016;
AHN et al., 2014; LONGTIN et al., 2008).

A maioria dos casos de pneumonias descritos no presente estudo foram ndo complicadas
uma vez que a maioria das criancas tiveram suas amostras respiratorias coletadas nas
emergéncias e enfermarias, e apenas 10,7% das criangas atendidas em UTIs ou reanimacao.
Nenhuma crianca com HBoV foi admitida na UTI, entretanto mais de um terco (37,2%) das
criangas com HBoV (deteccdo Unica) necessitaram de hospitalizacdo em enfermarias e uma foi
atendida no setor reanimacdo. Infeccdes respiratorias por HBoV sdo mais comuns em criancgas
e geralmente sdo ndo complicadas, entretanto ha casos de infec¢bes que requerem cuidados
intensivos (WANG et al., 2016; TRAN et al., 2014). Em um estudo de coorte no Reino Unido,
conduzido por BAGASI e colaboradores, 31% das criancas com HBoV, detectados
isoladamente em seu ANF necessitaram de cuidados intensivos, incluindo ventilacdo mecanica
(BAGASI et al., 2020). Aléem disso, pacientes com infecces Unicas por HBoV apresentam
maior carga viral do que em coinfecgdes e isto parece estar relacionado com maior gravidade
da infeccéo respiratoria (JIANG et al., 2016; ZHAO et al., 2013). Um estudo conduzido por
REMOLINA e colaboradores, na Coldmbia, detectou 0 HBoV em alta prevaléncia (28,6%), e
cinco pacientes adultos positivos para o agente morreram por complica¢fes respiratorias
(REMOLINA et al., 2015).

E comum as infecgbes respiratorias cursar com diversos sinais e sintomas. N&o
observamos associagdo estatistica com alguma das manifestacdes clinicas apresentadas pelas
criangas estudadas com infeccdo por HBoV, sendo antdo semelhantes as manifestaces

apresentadas por criangas infectadas por outros virus, ou que ndo tinham nenhum dos virus
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pesquisados detectado em seu ANF. No entanto, estudos mostram que o HBoV parece estar
associado ao surgimento de sibilancia, durante ou apds o episodio de infeccéo respiratdria pelo
agente (VERBEKE et al., 2019). Em um estudo realizado com crian¢as admitidas em um
hospital na Poldnia, 0 HBoV foi o terceiro virus mais frequente em casos de bronquiolites e
bronquite sibilante e esteve associado com aumento do esforgo respiratorio (taquipneia) nas
criancas (SOBKOWIAK et al., 2020). DEL ROSAL e colaboradores realizaram um estudo
avaliando criangas que nos primeiros dois anos de vida se internaram devido a bronquiolite por
HBoV ou RSV. Todos os pacientes com bronquiolite por HBoV desenvolveram sibilancia
recorrente e metade deles desenvolveram asma aos 5 a 7 anos. Aproximadamente 30% se
internaram devido a obstrucdo bronquica. Além disso o desenvolvimento de asma foi mais
significativo nas criancas que tiveram bronquiolite prévia por HBoV do que RSV (DEL
ROSAL et al., 2016).

Todos os virus que causam infec¢des do trato respiratério superior, mesmo aqueles que
sd0 comumente responsaveis por resfriado comum, como o rhinovirus, podem causar
pneumonias e outras infeccdes do trato respiratorio inferior, e o resultado dessa infeccédo
acompanha sintomas comuns entre 0s virus, sem associacdo com a espécie do agente. Além
disso, ndo é possivel diagnosticar a etiologia, seja viral ou bacteriana, da pneumonia apenas
pelos sinais e sintomas manifestados pelos pacientes. No entanto, BHUI'YAN e colaboradores
sugerem que criangas com pneumonia viral sdo mais propensas a ter febre baixa, rinorreia,
taquipneia e sibilancia do que criancas com pneumonia bacteriana (BHUIYAN et al., 2019). A
pneumonia viral costuma estar associada a condicdes leves, enquanto a pneumonia bacteriana
a condicOes mais graves (TRAMPER-STRANDERS, 2018).

A frequéncia de fatores de risco para infeccBes respiratérias foi alta na populacdo de
estudo. Ndo houve diferenca estatistica de nenhum fator de risco especifico, HBoV e outros
virus pesquisados. No entanto, apenas 18,6% (8/43) das criangas com HBoV ndo possuiam
qualquer fator de risco. Dentre os fatores de risco de infec¢des respiratdrias mais observados
na literatura: ndo amamentacgéo, mais de sete pessoas na familia, prematuridade e infeccdo por
HIV se destacam (ALEXANDRINO et al., 2016; GEBERETSADIK et al., 2015; JACKSON
etal., 2013).

No presente estudo, observamos que a maioria das criangas positivas para pelo menos
um agente viral foram tratadas com antibioticos. Mais de 90% das criangas com HBoV
detectado em seu ANF fizeram o uso de antibioticos como um dos tratamentos. Um estudo
realizado em um hospital nos EUA, avaliando os dados de mais de 55 mil criangas atendidas

nas emergéncias com infec¢des respiratorias agudas entre os anos de 2000 a 2012, mostrou que
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aproximadamente 50% das criangas com infecgdo respiratoria viral tiveram antibiéticos como
uma das formas de tratamento (EBELL, RADKE., 2015). Mesmo em criangas hospitalizadas,
0 uso de antibioticos em pneumonias virais € comum, como descreve VAGEDES e
colaboradores, que 25% das criangas com pneumonias receberam o tratamento com antibioticos
(VAGEDES et al., 2020).

O uso de antibioticos empiricos é comum nos casos de PAC em todo o mundo,
principalmente pela dificuldade de obtencdo de resultados microbiolégicos dificultando o uso
de medicamentos especificos. Devido a isso as Diretrizes Brasileiras de Pneumologia e
Tisiologia e as diretrizes de satde da América do Norte, América Latina, Europa e Inglaterra
recomendam o uso racional de antibi6ticos de espectro relativamente estreito como tratamento
empirico (CORREA et al., 2018; BOYD, 2017). Embora orientado, o uso de antibidticos n&o
direcionado a alvos especificos favorece a resisténcia antimicrobiana, devendo os hospitais
melhorar a identificagdo dos agentes, a fim de reduzir o uso indiscriminado e excessivo de
antibidticos em criancas com PAC (PEYRANI et al., 2019; WUNDERINK, YIN, 2016).

Observamos gque mais de 50% dos casos de HBoV detectados na populacdo de estudo
foram em coinfec¢do com outros virus pesquisados. Esta taxa de coinfeccdo € semelhante ao
que é encontrada na literatura. A prevaléncia dos casos de coinfec¢bes do HBoV com outros
agentes respiratorios varia de 10,7% a 75% (CHOI et al., 2018; CALVO et al., 2016; DELUCA
et al., 2016; JIANG et al., 2016; TABASI et al., 2016; MOESKER et al., 2015; TRAN et al.,
2014; AHN et al., 2014; ZHAO et al., 2013; ESPOSITO et al., 2013). Além de coinfeccbes, 0
HBoV é detectado em individuos assintomaticos (CASTRO et al., 2020; MARTIN et al., 2009).
O virus mais frequente nos casos de coinfeccdes foi 0 RSV. E questionavel a importancia das
coinfec¢des nas doencas virais do trato respiratério, seja alta ou baixa. Um estudo conduzido
com pacientes menores de 18 anos com IRA, observou que os casos de coinfec¢cbes com HBoV
e RSV apresentaram maior numero de pneumonias e hospitaliza¢cbes quando comparado com
infeccOes Unicas pelos dois virus (SUN et al., 2019). Uma meta-analise comparando a gravidade
entre infecgdo Unica por RSV e coinfecgdo outros virus em criangas menores de cinco anos ndo
observaram associagdo entre coinfeccGes e gravidade (LI et al., 2020). Além disso, estudos tem
mostrado que infec¢des Unicas por HBoV apresenta maior carga viral do que em coinfeccdes e
isto esta associado a gravidade da doenca respiratoria (JIANG et al., 2016)

Um dos fatos que pode explicar as altas taxas de coinfecgdes e a deteccdo casual € 0
fato de que o HBoV pode continuar infectando tonsilas palatinas e adenoides, permanecendo
detectavelmesmo apos a doenga (XU et al., 2021). Em um estudo realizado em pacientes com

doencas adeno-tonsilares cronicas, 0 HBoV foi detectado em 31,1% das amostras, sugerindo
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que esses tecidos linfoides sdo importantes sitios para a replicacdo desse agente, podendo servir
como reservatorio e, portanto, permanecer detectavel por métodos moleculares mesmo semanas
apos o desaparecimento dos sintomas da doenca (PROENCA-MODENA et al., 2014). Um
estudo realizado na Beélgica, onde criancas com infeccBes respiratorias por HBoV foram
acompanhadas, e amostras coletadas em momentos diferentes, mostrou que o HBoV pode ser
detectado 97 dias ap0s a primeira deteccdo, como aconteceu com uma crianca (VERBEKE et
al., 2019).

Outro DNA virus que também causa infeccOes respiratorias e possui caracteristicas
semelhantes ao HBoV, o0 AdV também é frequentemente detectado em coinfec¢des (SONG et
al., 2016) e podem persistir nas adenoides e tonsilas palatinas (ALKHALAF, GUIVER,
COOPER., 2013). PROENCA-MODENA e colegas detectaram o AdV em 52,8% (95/180) das
amostras de fragmentos de tecido, AFN e sangue de criancas com doencas adeno-tonsilares
cronicas (PROENCA-MODENA et al., 2019).

O HBoV circulou durante todo o ano, sem associagcdo com o periodo chuvoso ou seco,
embora a maioria dos casos (68,9%) tenha ocorrido no periodo chuvoso da regido. O mesmo
perfil de circulacéo foi observado com o AdV, que também circulou esporadicamente ao longo
do ano, porém em menor frequéncia. Observamos associacdo entre o periodo chuvoso e a
circulacdo do RSV, sendo detectado até agosto. O FLUA também circulou apenas durante o
primeiro semestre do ano. Estes dois agentes, RSV e FLUA, sdo associados a maior circulacéo
durante o periodo chuvoso e apresentam sazonalidade bem definida na regido (MOURA et al.,
2013; RABONI et al., 2018; SIQUEIRA, MOURA, 2009). O PIV 3 e PIV 1, foram mais
prevalentes durante o periodo seco. Estes achados sdo compativeis com o que ja foi observado
em estudos realizados na regido (FE, MONTEIRO, MOURA, 2008). Ja o VIP 4 apresentou
maior circulacdo durante o primeiro semestre do ano, diferente dos demais parainfluenza virus.

Comparando a circulacdo do HBoV com o observado em outros estudos, mesmo em
paises de clima temperado, a circulacdo do HBoV ¢é diversa, podendo ser mais frequentemente
detectado no inverno (PETRARCA et al., 2020; GHIETTO et al., 2015), primavera (CHOI et
al., 2018) e verdo (ZHOU et al., 2018). Em um estudo realizado em uma regido de clima
temperado no Sudeste do Brasil, o agente foi mais prevalente durante o outono e primavera
(SILVA et al., 2018). No Nordeste, assim como neste estudo, 0 HBoV circulou durante todo o
ano (NASCIMENTO- CARVALHO et al., 2018).

Alguns virus, como mencionado acima, possuem relacdo com o periodo frio da regido
em que esta circulando, sendo sua circulagdo diretamente proporcional com o aumento do

indice pluviométrico. O RSV e FLU A possui maior atividade em baixas temperatura porque
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s80 mais estaveis nas secreces respiratorias que sdo transmitidos. Além disso, baixas
temperaturas levam os individuos a ambientes fechados, facilitando a transmissdo desses
agentes (MORIYAMA, HUGENTOBLER, IWASAKI., 2020; VALDINI et al., 2013)

O presente estudo mostra evidéncias moleculares de infeccao respiratoria por HBoV em
criangas com PAC menores de cinco anos em uma area tropical semiarida do Brasil. Apesar de
sua relevancia, este estudo apresenta algumas limitagcBes: o nimero reduzido de criangas
investigadas ndo nos permitiu definir as variaveis clinicas, epidemioldgicas e demogréaficas que
podem estar estatisticamente relacionadas a infeccéo pelo HBoV. Além disso, embora a técnica
de IFI e os ensaios de PCR tenham sido amplamente realizados para a detec¢do de virus
respiratorios, kits de g°PCR multiplex mais eficientes estdo disponiveis atualmente. Embora os
ensaios de imunofluorescéncia direta estejam disponiveis comercialmente para detectar P1V4,
sua sensibilidade é baixa e, portanto, optamos por usar PCR para detectar esse agente
(OCADAQUE, CAMPELO, MOURA., 2018). Uma das abordagens para determinar o HBoV
como um agente etioldgico de pneumonia tem sido o uso da sorologia que auxilia no
diagnostico de doenca aguda pelo agente. A persisténcia do agente no trato respiratorio limita
a utilizacdo do diagnostico molecular, que pode apresentar alta sensibilidade, mas
especificidade questionavel. A sorologia, por outro lado, apresenta menor sensibilidade, em um
estudo conduzido por NASCIMENTO-CARVALHO e colaboradores, 159 casos de HBoV em
PAC foram detectados por PCR, e destes 159 apenas 38 (23,9%) tiveram evidéncia de doenca
aguda pelo agente por sorologia (NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2018). Estudos tem
mostrado que a sorologia quando combinada com a PCR pode fornecer preciséo no diagndstico
de HBoV como agente causador de pneumonia (XU et al., 2017).

O presente estudo descreve a ocorréncia de HBoV entre criangas com pneumonias em
uma cidade do Nordeste do Brasil. Além disso, 0s antibioticos sdo frequentemente utilizados
na terapia mesmo de pneumonias de etiologia viral. Este estudo reforca a necessidade da

deteccdo dos agentes nas pneumonias e o uso racional de antibioticos.
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CONCLUSOES

O HBoV € um agente frequente de pneumonias em criangas menores de cinco anos na
cidade de Fortaleza.

e Mais de um terco das criangas com pneumonias com HBoV detectado em seu trato
respiratorio necessitaram de hospitalizacdo em enfermarias.

¢ N&o ha manifestacGes clinicas associadas as pneumonias causadas por HBoV que possa

auxiliar na suspeita do agente.
e Os casos de coinfec¢des ndo apresentam relacdo com as criancas internadas em UTIs.
e Antibioticoterapia empirica é utilizada amplamente nos casos de pneumonias virais.

e O HBoV circula durante todos os meses do ano na cidade de Fortaleza.
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APENDICES

APENDICE A - ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A técnica de IFI como uma das técnicas para deteccdo viral foi realizada utilizando o
Respiratory Panel | Viral Screening and Identification (Chemicon International, Temecula,
USA). Através desta ferramenta foi possivel detectar o RSV, AdV, FLUAeFLUBePIV 1,2
e 3. A técnica foi realizada seguindo as orientacdes do fabricante.

Tao logo que chegaram no Laboratorio de Virologia da Universidade Federal do Ceara,
a aliquota de 2mL das amostras foram processadas para a deteccao viral por IFI. As amostras
foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos para adquirir o sedimento celular. Apds isso, 0
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi suspendido utilizando tampé&o salina-fosfato
(PBS). Trés lamina de foram preparadas utilizando o contetdo resuspendido para a técnica de
IFI, uma lamina de triagem e duas para deteccdo especifica do virus. Apos secas em estufas a
37°C, as células foram fixadas nas laminas utilizando acetona P.A em 4°C.

A principio, a técnica de IFI foi realizada em apenas uma lamina de triagem, seguindo
0s seguintes passo: (1) adi¢do de 16ulL de anticorpos ndo conjugados de triagem e anticorpos
do controle negativo na preparacdo da lamina; (2) incubag¢do em camara Umida a 37°C por 30
minutos; (3) lavagem da lamina utilizando PBS+tween 20 e PBS por imersdo; (4) secagem da
lamina; (5) adicdo de 16uL do anticorpo conjugado no poco de triagem e controle negativo; (6)
repetir os passos 2 a 4; (7) ap6s a ultima secagem, as laminas foram cobertas com 6leo de
montagem fornecido pelo kit e cobertas com laminula e leitura da lamina em microscépio de
imunofluorescéncia (Olympus BX-40). Amostras foram consideradas positivas quando, pelo
menos, 3 células apresentaram fluorescéncia (VAZ-DE-LIMA et al., 2008).

As amostras positivas na triagem passavam por uma nova IFI, dessa vez, para detec¢ao
do agente viral. Para isso, foi utilizado a lamina especifica, com oito demarcac@es em circulos,
e adicionado 16 uL de anticorpos especificos direcionados contra os sete virus pesquisados, e
no ultimo e oitavo circulo, o anticorpo de controle negativo. As amostras foram novamente

processadas seguindo o0s passos 2 a 7 descritos no paragrafo anterior.
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ANEXOS

ANEXO A — FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA

Pneumonias adquiridas na comunidade de etiologia viral em criangas atendidas por
doenca respiratoria aguda no Hospital infantil Albert Sabin: prevaléncia, apresentacdes

clinicas e complicacfes

Responsavel pela coleta: Data da coleta:

Dados pessoais do paciente

Nome: Sexo: ()Masc ()Fem
Data de nascimento: Idade em meses:

Bairro: Procedéncia: ( ) Fortaleza ()Outra (citar):

Pessoa p/ contato: Telefone:

( ) Emergéncia ( )Observacdo ( )Ambulatorio/Consultério ( )Enfermaria () UTI
( ) Ressuscitacédo
Leito Prontuario

Histdrico do paciente
( )Nao mamou ( )Mamou < 6 m ( )Mamou > 6 m ( )Ainda mama

Vacinagéo: () Influenza () 2011 () 2012 (') Né&o () Pneumococo () Nao
Absenteismo escolar: ( )N&o ()Sim, n° de dias:

Absenteismo ao trabalho pela doenca atual da crianca? ( )N&o ()Sim, n° de dias:

Fator de risco: ( )N&o ( )Prematuridade ( )Cardiopatia ( )Pneumopatia congénita ou cronica
() Asma ()Doenca neuroldgica ( )Imunossupressao ( )Doenca do refluxo gastroesofagico
()Fumante em casa ( )Outras:

Familiar com IRA em casa: ()N&o () Sim, identificar:

()O paciente nunca cansou Idade em que cansou pela 12 vez:
Histdria de cansaco na familia: ( )N&o ()Pai ()Mée ()Irméo(s) ()Tio(s) ( )AvH(s)

Doenca atual

Queixa principal: Tempo de inicio de sintomas:

()Coriza ( )Obstrucdo nasal ( )Espirros ( )Tosse cheia ( )Febre ( )Anorexia ()Vomitos
()Diarreia ( )Cansaco ( )Exantema ( )Conjuntivite ( )Convuls@es () Estridor ( )Cianose
()Outras
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Exame fisico

Peso: Temp: Freq resp:

Estado geral: ()Bom ( )Gemente ( )Cianotico Orofaringe: ( )N&o examinada ( )Normal

() Hiperemiada ( )Hipertrofia de amigdalas ( )Pontos purulentos ( )Vesiculas ( )Ulceras
Presenca de tiragem: ( )N&o ()Intercostal ( )supraclavicular ( )subdiafrgmatica

Ausculta pulmonar: () N&o realizada ( )Normal ()Sibilos ()Roncos ( )Estertores ( )Estridor Rx
de torax: ( ) Nao solicitado ( ) Normal ( ) Condensacdo ( ) Infiltrado intersticial ( )

Hiperinsulflagcdo pulmonar ( )Outros:

Hipdtese diagndstica da doenca atual:

Tratamento instituido pelo médico

Paciente fez uso de medicagédo no hospital durante o atendimento: ( )N&o ()Sim
( )Antitérmico ()Aerossol ( )Salbutamol ( )Corticoide ( )Adrenalina

()Outros:
Medicacdo prescrita para casa: ( )N&o ()Sim ( )Antitérmico ( )Aerossol ( )Corticoide ()
Antibidtico ()Outra:
Destino do paciente: ( )Retornou p/ casa ( )Internamento no HIAS ( )Encaminhamento para

outro hospital, identificar o hospital:

Observacdes:
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PNEUMONIAS ADQUIRIDAS NA COMUNIDADE DE ETIOLOGIA VIRAL EM
CRIANCAS ATENDIDAS POR DOENCA RESPIRATORIA AGUDA NO HOSPITAL
INFANTIL ALBERT SABIN: PREVALENCIA, APRESENTACOES CLINICAS E
COMPLICACOES

Seu filho esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo contém
todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos) fazendo. Leia-0
atentamente. Caso tenha duvidas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, 0 documento
serd assinado e sd entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboragdo serd muito importante para
nos. Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causarad nenhum prejuizo, nem a vocé,
nem ao(a) seu (sua) filho(a).

Eu . RG , abaixo

assinado (a), concordo de livre e espontdnea vontade que meu (minha) filho (a)

nascido (a) em / / , seja

voluntario do estudo “Pneumonias adquiridas na comunidade de etiologia viral em criancas
atendidas por doenca respiratdria aguda no Hospital infantil Albert Sabin: prevaléncia,
apresentacoes clinicas e complicagdes”. Declaro que obtive todas as informagdes necessarias
e que todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Estou ciente de que: Este estudo tem como
objetivo descrever o perfil epidemiolégico e clinico das pneumonias etiologia viral na
populacdo de estudo.

1 - Serdo feitas coletas de secrecdo nasal do (a) meu (minha) filho (a);

2- Estas coletas serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciardo o tratamento de
meu (minha) filho (a); A coleta pode causar um leve desconforto, mas néo prejudicara em nada
meu (minha) filho (a)

3 - Participagdo neste estudo ndo tem fins terapéuticos e serd sem custo algum para mim;

4 - Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboracéo neste estudo quando desejar, sem
necessidade de dar qualquer explicagéo;

5 - A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho(a), nem
interferird no atendimento ou tratamento médicos a que ele(ela) estiver sendo submetido;

6 - Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo em que
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sejam divulgados em publicac@es cientificas, desde que nem o meu nome, nem o de meu filho
sejam mencionados;

7 - Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;
OBS: Assinalar abaixo com (x):
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Né&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Fortaleza, de de 20

( ) Paciente / ( ) Responsavel

Testemunha 1 :
Nome / RG / Telefone
Testemunha 2 :
Nome / RG / Telefone

Médico Responsavel:

Prof. Responsavel pelo Projeto:

Dra Fernanda Edna Araujo Moura



ANEXO C - CEP HIAS

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN

HOSPTAL INFANTL COMITE DE ETICA E PESQUISA
ALBERT SABN ntmmw-w&u-rem-uu
SORETARLA 04 SAUDE TO FoneFax (85) 39014212 - 3101 4283

Fortaleza, 17 de dezembro de 2008,

Registro no CEP: 07008

Data da Aprovagdo; 171222008

Titulo do Projeto: “Preumonias adquiridas na comunidade de etiologia viral em criangas
slencidas por doenga respratdnia aguda no Hosplial Infantll Albert Sabin
prevanae, aprasentades Cliricas e compicagdes”

Pesquisadora Responsdvel: Femanca Edna Araio Moura
Instituigdo / Servigo: Universidade Federal do Ceard

Levamos so conhecimento de V. S*, que o Comitd de Etica em Pesquisa -
CEP do Hospital Infantil Albert Sabin - Secretaria da Salde do Estado do Ceard, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Salde -~ Ministério da Salde. Resolucio n* 166, de 10 de outubro de 1688 aprovou o
projeto supracitade.
O pesquisador deverd apresentar uma copia do relaténo final o Comité de
Etica em Pesquisa.
/-t
Regina Lucia Moreno
Coord*. do Comité de Etica em Pesquisa
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