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RESUMO

Introdugado: O eritrovirus humano B19 (B19V) causa significativa
morbidade em criangas com anemia falciforme, mas ha poucos estudos
sobre a epidemiologia da infecgdo pelo B19V nessa populagéo,
principalmente no Brasil. O virus possui tropismo por eritroblastos
causando-lhes apoptose, o que em pacientes com anemia hemolitica
crénica pode levar a uma aplasia medular transitéria, que se caracteriza
por suspensao temporaria da eritropoiese, com queda abrupta dos niveis
de hemoglobina e reticuldcitos. Objetivos e métodos: O objetivo deste
estudo foi estimar a prevaléncia e incidéncia da infeccao pelo eritrovirus
B19 em criangas com doenga falciforme triadas pelo Programa de
Triagem Neonatal de Minas Gerais e acompanhadas no Hemocentro de
Belo Horizonte, Fundagdo Hemominas. Foram testadas amostras de 239
pacientes por ensaios de ELISA (Biotrin, Dublin, Irlanda) para detecgao
de anticorpos IgG e IgM anti-B19V, e por metodologia padronizada de
PCR em tempo real usando SYBR Green para detecgao de DNA viral.
As amostras DNA-positivas foram também testadas usando-se sondas
de hidrélise (TagMan) para identificagdo do gendtipo viral. Resultados:
A idade mediana das criancas testadas foi de 5,8 anos. Destas, 10,9%
(26/239) apresentavam quadro que caracterizam infecgdo atual ou
recente: 6 (2,5%) positivas apenas para o DNA viral, 2 (0,8%) positivas
apenas para IgM, 1 (0,4%) positiva para IgM e DNA, 16 (6,7%) positivas
para DNA viral e IgG, e apenas 1 (0,4%) positiva para DNA viral, IgG e
IgM. Foram identificadas 37 (15,5%) amostras positivas apenas para
IgG, caracterizando perfil de infec¢ao pretérita. Mais de 70% (176/239)
apresentaram resultados sorologicos e moleculares negativos para
B19V. Para esse grupo, foi possivel realizar acompanhamento de 51
criangas que tiveram uma segunda amostra colhida em intervalo médio
de um ano. Foi possivel detectar 14 (27,5%) casos de viragem

sorologica e/ou molecular, caracterizando-os como casos incidentes.
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Das 45 amostras positivas no teste molecular utilizando SYBR Green, 32
foram confirmadas pelo sistema TagMan. A infeccdo pelo gendtipo 1
estava presente em todas as amostras DNA-positivas, exceto uma, na
qual foram identificados os gendtipos 1 e 3, concomitantemente. A
analise de dados clinicos e hematoldgicos evidenciou associagado da
infeccdo pelo B19V com crise aplastica transitéria, com o numero de
transfusdes recebidas e com frequéncia mais elevada de hospitalizagao.
Também foi observado que quanto mais elevada a idade da crianga,
mais elevada a probabilidade de infeccdo pelo virus B19. Conclusodes:
Os dados encontrados no estudo permitiram estimar uma prevaléncia de
26,4% e incidéncia de 29,1 casos/100 pacientes-ano para a infecgéo
pelo B19V nessa populacédo. Essa infecgdo é, portanto, frequente em
criangas com doenca falciforme em Belo Horizonte e associou-se, como
esperado, com crise aplastica. A associagcdao de elevado numero de
internacdes com a infeccdo pelo B19V indica que esta pode levar ao
agravo da doenca falciforme. E possivel que a transmissao viral tenha
também ocorrido por transfusdes sanguineas, mas o desenho do estudo
nao permite inferir tal conclusdo. Testes sorolégicos e moleculares
devem, sempre que possivel, ser realizados em conjunto para melhor

eficacia do diagndstico da infecgao.



ABSTRACT

Introduction: The human erythrovirus B19 (B19V) causes significant
morbidity in children with sickle cell anemia, but there are few studies on
the epidemiology of B19V infection in this population, especially in Brazil.
The virus has tropism for erythroblasts causing apoptosis, which in
patients with chronic hemolytic anemia can lead to a transient bone
marrow aplasia, which is characterized by a temporary halt in
erythropoiesis, with a sharp drop in hemoglobin concentration and
reticulocyte count. Objectives and methods: The aim of this study was
to estimate the prevalence and incidence of infection with erythrovirus
B19 in children with sickle cell disease screened by the Newborn
Screening Program of Minas Gerais and followed at Blood Center of Belo
Horizonte, Hemominas Foundation. Samples from 239 patients were
tested using ELISA (Biotrin, Dublin, Ireland) for detection of IgG and IgM
anti-B19V, and with a standardized assay for real-time PCR using SYBR
Green for detection of viral DNA. The positive DNA samples were also
tested using hydrolysis probes (TagMan) for identification of virus
genotype. Results: The median age of the children tested was 5.8 years.
Of these, 10.9% (26/239) presented current or recent infection
characterized as follows: six (2.5%) positive only for the viral DNA, 2
(0.8%) positive only for IgM, 1 (0, 4%) positive for IgM and DNA, 16
(6.7%) positive for viral DNA and IgG, and only 1 (0.4%) positive for viral
DNA, IgG, and IgM. We identified 37 (15.5%) individuals positive only for
IgG, featuring a profile of past infection. More than 70% (176/239)
presented negative serological and molecular results for B19V and from
this group 51 children had a second sample withdrawn at a mean interval
of one year. Conversion of negative to positive serological and/or
molecular status was detected in 14 incident cases (27, 5%). Of the 45
positive samples tested using molecular SYBR Green, 32 were
confirmed positive by the TagMan system. Genotype 1 infection was
present in all positive DNA samples, except for one, in which there was a
co-infection by genotypes 1 and 3. The analysis of clinical and

hematological data showed an association of B19V infection with
X



transient aplastic crisis, higher number of transfusions, and higher rate of
hospital admissions. It was also observed that the higher the child's age,
the higher the probability of B19 infection. Conclusions: The findings in
this study allowed us to estimate a prevalence of 26.4% and an incidence
of 29.1 cases/100 patient-years for B19V infection in this population. B19
infection is thus common in children with sickle cell disease in Belo
Horizonte and, as expected, is associated the with transient bone marrow
aplasia. The association of the infection with high frequency of hospital
admissions also indicates that viral infection can lead to worsening of
sickle cell manifestations. It is possible that virus transmission has
occurred through blood transfusion but the study design is inadequate to
demonstrate it. Serological and molecular tests should be performed
together, whenever possible, in order to increase the efficacy of the

infection diagnosis.
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1. INTRODUCAO

O eritrovirus B19 (B19V, antes denominado parvovirus B19) € um
agente infeccioso comum em humanos e esta associado a uma
variedade de manifestagdes clinicas, dependendo do estado
hematolégico e  imunolégico do  paciente. Em  criangas
imunocompetentes, a infeccdo pelo virus esta associada ao eritema
infeccioso ou “quinta doenga”, geralmente sem gravidade e de cura
rapida. No entanto, o virus pode estar associado a complicagbes na
gravidez, a anemia crénica em individuos imunocomprometidos e a crise
aplastica transitéria em pessoas com doenc¢a hemolitica, como a doenca
falciforme. Nesses casos, a infeccdo pode levar a queda temporaria,
porém expressiva, da taxa de hemoglobina, ocasionando quadro de
anemia intensa. O eritrovirus B19 tem sido encontrado em até 70% dos
casos de crise aplastica. Esta situagdo geralmente requer transfusdes
sanguineas para reverter o quadro de anemia grave. A infeccdo também
pode estar associada a diversas complicagdes da doencga falciforme,
como dor, sequestro esplénico agudo, sindrome toracica aguda e
acidente vascular cerebral. Considerando que a infec¢gdo por B19V é
comum na infancia, criangas com anemia falciforme constituem

populacdo especialmente vulneravel a essa complicacao.

Apesar da significativa morbidade causada pela infecgdo por
B19V em criangas com doenga falciforme, poucos estudos tém sido
realizados nesse grupo etario sobre a epidemiologia dessa infeccéo e as
complicagdes a ela associadas. Dados de prevaléncia e incidéncia da
infeccdo por B19 em pacientes com doenga falciforme tém sido
documentados por diversos pesquisadores em diferentes paises. No
Brasil, entretanto, essas taxas ainda sdo desconhecidas, bem como o

grau de morbidade por ela causada.

O diagndstico sorolégico por meio da detecgédo de anticorpos 1gG
anti-B19V determina o status de infec¢ao passada, enquanto a presenca
de IgM representa infecgdo atual ou recente. O desenvolvimento de

testes de PCR em tempo real para deteccdo do DNA viral no soro ou

1



plasma do paciente vem permitindo identificar casos de infecgéo
atual/recente sem resposta pela IgM, melhorando a sensibilidade do
diagnostico da infeccdo por B19V. Ao mesmo tempo, permite a

identificacdo dos gendtipos virais circulantes.

Tendo em vista a importancia da infec¢ao pelo eritrovirus B19 em
pacientes com doencga falciforme, faz-se necessario o desenvolvimento
de estudos que fornegcam dados epidemioldgicos, moleculares e clinicos
sobre esta infeccdo viral, permitindo assim avaliar seu impacto e se ha
necessidade da implementacdo de programas especiais de prevengao

e/ou acompanhamento nessa populagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico:

O eritrovirus B19 (B19V), antes denominado parvovirus, foi
identificado pela primeira vez em 1974, na Inglaterra, por Cossart e
colaboradores durante a realizacdao de testes para diagndstico da
infeccdo pelo virus da hepatite B. A designagcao B19, universalmente
conhecida, se refere ao rétulo do frasco que continha a amostra de
plasma a partir da qual o virus foi isolado (Anderson, 1987; Young,
1996). Andlises por microscopia eletrbnica revelaram tratar-se de
particulas virais de 23 nm de diametro, semelhante aos parvovirus
animais (Heegard & Brown, 2002). Posteriormente, estudos de biologia
molecular identificaram no virus a presenca de DNA de fita simples, de
aproximadamente 5,5 Kb, com sequéncias palindromicas caracteristicas

da familia parvoviridae (Berns, 1996).

A primeira associagao entre o eritrovirus B19 e doenga humana
foi descrita em 1981, a partir da observacao de crise aplastica transitoria
em pacientes com anemia falciforme. Em seguida, outros relatos foram
publicados na literatura mundial relacionando esse mesmo evento clinico
ao virus, principalmente em pacientes portadores de anemia hemolitica
cronica (Pattison et al., 1981; Serjeant et al., 1981). Estudos soro-
epidemioldgicos realizados por Anderson e colegas em 1983
comprovaram que o B19V é o agente etioldgico do eritema infeccioso ou
“‘quinta doenga”. Outras consequéncias clinicas foram relatadas, como
associagao entre a infeccéo pelo B19V e hidropsia fetal em gestantes,
devido a transmissé&o intrauterina. Quadros clinicos de artropatia aguda
e crbnica também foram observados (Reid et al., 1985; White et al.,
1985), assim como de anemia cronica persistente em individuos

imunocomprometidos (Kurtzman et al., 1987).



Estudos recentes publicados na literatura cientifica mundial
mencionam outras doencas eventualmente associadas a infecgao pelo
eritrovirus B19, pendentes de maior comprovagao, envolvendo doengas
do miocardio (Munro et al., 2003), lupus eritematoso sistémico (Diaz et
al., 2002; Hsu et al., 2001;), purpura trombocitopénica idiopatica
(Martinez-Martinez & Maranon, 2000), doenga neuroldgica, encefalite,
meningite (Watanabe et al., 1994; Barah et al., 2001) e insuficiéncia

hepatica fulminante (Diaz & Collazos, 2000).

2.2. Classificagao do virus B19

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICVT), a familia Parvoviridae esta subdividida em duas subfamilias:
Densovirinae e Parvovirinae, que infectam insetos e vertebrados,
respectivamente (Berns,1996). A subfamilia Parvovirinae esta por sua
vez dividida em cinco géneros: Amdovirus, Bocavirus, Dependovirus,
Erythrovirus e Parvovirus. O B19V é considerado virus autbnomo a
medida em que ndo requer a presencga de virus auxiliar para que ocorra
sua replicagdo. Assim, estava classificado até recentemente no género
Parvovirus. No entanto, considerando seu tropismo por células
precursoras de eritrécitos, passou a ser classificado como membro do

género Erytrovirus, criado para classifica-lo (Fauquet et al., 2005).

2.3. Caracteristicas do Eritrovirus B19

2.3.1. Estrutura viral

O B19V é um virus DNA de fita simples ndo envelopado, com
simetria icosaédrica e didametro de 20-25 nm (figura 1). A particula
completa ou virion possui peso molecular de 5,5 a 6,2 x 10° daltons
(aproximadamente 50% de massa viral é constituida de proteinas e o
restante de DNA) e massa especifica em gradiente de cloreto de césio
de 1,39 a 1,42 g/cm® O limitado conteido de DNA e a auséncia de
envelope lipidico conferem ao B19 grande resisténcia a inativagao fisica.

O virus é estavel até a temperatura de 56°C por 60 minutos e resiste
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também a aplicacdo de solventes lipidicos. A inativagao viral ocorre
quando este € submetido a formalina, (B-propionolactona e radiagao
gama (Cohen et al., 1992).

Figura 1 — Microscopia eletrénica de particula de eritrovirus B19. Fonte:
Wadsworth Center, NYS Departament of Health.

2.3.2. Genoma viral

O genoma do B19V é constituido por um filamento de DNA linear
de fita simples, de polaridade positiva ou negativa e tamanho de 5,6 kb
(Cotmore & Tattersall, 1984).

As sequéncias terminais sao palindrbmicas e capazes de formar
uma configuragdo similar a um grampo (hairpin), que serve como
iniciador para sintese da fita complementar. Como na maioria dos
parvovirus animais, o genoma do B19V possui duas grandes regides de
leitura (ORF). Uma que codifica para as proteinas estruturais VP1 e
VP2, sendo que esta ultima perfaz aproximadamente 95% do capsideo,

e outra que codifica uma proteina nao estrutural NS1 (figura 2).

As sequéncias das duas proteinas estruturais sao colineares, e a
VP2 tem a regido carboxi-terminal idéntica a de VP1. No entanto, VP1
difere de VP2 pela adigdo de 227 aminoacidos na regido amino-terminal,
denominada regido unica de VP1 (VP1u). Considerando que os
anticorpos neutralizantes IgM e IgG produzidos durante o curso da
infeccdo s&o dirigidos contra epitopos desse dominio, presume-se que

VP1u esteja exposta na superficie do virus (Rosenfeld et al., 1994).
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A proteina NS1 se caracteriza como fosfoproteina importante,
com fungdes regulatoérias, incluindo controle da transcri¢cao e replicagao
viral. A citotoxicidade da NS1 esta estritamente relacionada a apoptose,
resultando na ativagdo da caspase 3 que, por sua vez, pode alterar e
degradar proteinas celulares vitais, como enzimas de reparo de DNA,

induzindo a morte celular.

O virus B19 usa um unico promotor, p6, capaz de expressar
diferencialmente os genes estruturais e nao estruturais. Foi demonstrado
que NS1 interage diretamente com o promotor p6 e com fatores de
transcricdo celulares Sp1/Sp3 para fazer a regulagdo transcricional.
Outros dois polipeptideos menores sao codificados pelo genoma do
B19V, um de 7,5 kDa e outro de 11 kDa, mas suas fungdes nao sao
conhecidas (Berns, 1996; Moffatt et al., 1998; Corcoran & Doyle, 2004).
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Figura 2 — Representagdo esquematica do genoma do eritrovirus B19 e

as regides de transcricao. Modificado de Corcoran & Doyle, 2004.

Estudos de epidemiologia molecular tém mostrado a existéncia de
trés gendtipos distintos (1, 2 e 3) com sequéncias divergentes de
aproximadamente 10%, porém sem aparentemente apresentar

diferencas na patogenicidade (Servant et al., 2002).

Todos os gendtipos do virus parecem co-circular, no entanto a
frequéncia de cada um é diferente e sua distribuicao espacial e temporal

nao é uniforme. O gendtipo 1 é predominante e esta presente em todas
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as areas geograficas. A variante gendtipo 2 é rara, embora possa ser
esporadicamente encontrada em regides diversas, principalmente na
Europa. A variante genétipo 3 pode ser detectada em maior frequéncia
no oeste da Africa, onde é o genétipo mais prevalente, e em menor
frequéncia em outras regides (Liedfelt et al., 2005; Cohen et al., 2006;
Hubschen et al., 2009)

2.4. Ciclo de replicagao viral

O ciclo de vida do eritrovirus B19 é semelhante ao de outros virus
DNA e inclui a ligagdo do virus com a célula hospedeira, internalizagao,
translocagcdo do genoma viral para o nucleo celular, replicagdo do DNA
viral, transcricdo do RNA viral, montagem do capsideo e lise celular com

a liberagéo das particulas virais (figura 3).

O virus se replica em células humanas progenitoras da linhagem
eritroide na medula 6ssea e sangue, inibindo a eritropoiese (Mortimer et
al.,, 1983). O fator responsavel por esse tropismo € o globosideo,
também chamado antigeno P, que atua como o principal receptor para
ligagdo do virus a célula. O virus € adsorvido pela célula através da
interagdo entre a proteina VP2 e o antigeno P, presente na superficie
dos eritrocitos e seus progenitores, megacariécitos, células endoteliais,
células da placenta, células miocardicas e hepaticas fetais. Evidéncias
sugerem que apenas a presencga do antigeno P n&o é suficiente para
garantir a entrada do virus na célula, sendo importante a participagcéo de

B-integrinas como co-receptores (Weigel-Kelley et al., 2001).

A replicacédo do DNA viral do B19 acontece no nucleo da célula
hospedeira. A transcricdo do DNA viral da origem as proteinas
estruturais VP1 e VP2 e a proteina nao estrutural NS1, que retorna ao
nucleo para regular a replicagado e transcricdo viral. No citoplasma da
célula hospedeira acontece o empacotamento do genoma viral, com a

formagao do capsideo e, finalmente, a lise celular e a liberagdo das



particulas virais (Anderson et al., 1987; Berns,1996; revisado por Slavov
etal., 2011).
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Figura 3 - Ciclo de replicagao viral do eritrovirus B19. Modificado de
Kasamatsu & Nakanishi, 1988.

No caso de infeccdo em células permissivas, tais como
precursores de eritrécitos, as proteinas estruturais e ndo estruturais séo
produzidas e a infeccdo é produtiva (Ozawa et al., 1987; Ozawa et al.,
1988; Moffat et al., 1998; Gallinella et al., 2003). A incapacidade de
producdo do virus por algumas linhagens celulares se deve,
provavelmente, a auséncia de condi¢gdes para a transcricdo, presentes

em precursores de eritrocitos (Raab et al., 2001).

O efeito citopatico da infeccédo pelo B19V em progenitores
eritroides se traduz na presenca de pronormoblastos gigantes ou
‘células de lanterna”, tanto in vivo quanto in vitro (figura 4). Os
pronormoblastos gigantes séo células eritroides imaturas com diametro
de 25 a 32 ym que apresentam alteragdes associadas a toxidade do
virus tais como vacuolizacdo citoplasmatica com formacédo de
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pseuddépodes, marginalizagcdo da cromatina nuclear e presenga dos

corpusculos de inclusdo intranucleares eosinofilicos (Koduri et al., 1998).

Figura 4 — Pronormoblasto gigante com inclusdes citoplasmaticas
sugerindo infecgao pelo B19V. Medula éssea, coloragao por Leishman,
aumento 1000 x. (Garcia et al., 2009).

2.5. Epidemiologia e curso da infecgao

A infeccao pelo eritrovirus B19 € comum e tem sido descrita em
todas as partes do mundo onde foi pesquisada, manifestando-se
primariamente como surtos de eritema infeccioso em escolas, creches,
hospitais e no ambiente familiar (Anderson et al., 1984; Evans et al.,
1984; Gillespie et al., 1990). A incidéncia do eritema infeccioso em
paises de clima temperado apresenta variagdo sazonal, ocorrendo
principalmente durante os meses que correspondem ao periodo do final
do inverno e inicio da primavera. Quando ha aumento da taxa basal da
infeccdo, configuram-se periodos epidémicos que podem ser
observados a cada tres ou quatro anos, denotando um carater viral

ciclico (Anderson et al., 1984).

Estudos epidemiologicos conduzidos na Inglaterra por Anderson e
colegas (1987), na vigéncia de epidemias de eritema infeccioso ou crise

aplastica transitoria associadas ao B19V, revelaram que 10% dos casos
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ocorreram na faixa etaria abaixo dos cinco anos, 70% em individuos
entre cinco e 15 anos de idade, e 20% nos pacientes acima desta faixa

etaria.

A soroprevaléncia para o B19V aumenta com a idade e pode
variar de 2 a 15% em criangas com até cinco anos de idade, 15 a 60%
em criangas e adolescentes de seis a 19 anos, entre 30 e 60% em
adultos e até 85% na populagéo idosa (Anderson et al.,1986; Cohen et
al., 1988; Kelly et al., 2000).

Mulheres em idade fértil apresentam taxa anual de soroconversao
para B19V de 1 a 2% (Koch & Adler, 1990), com alta taxa de infecgao
naquelas que trabalham em atividades de alto risco ocupacional, como
contato com criangas em creches e escolas, chegando a até 30% em
periodos epidémicos, enquanto que mulheres que ocupam outros postos
de trabalho tém risco reduzido, préximo de 4% (Anderson et al.,1990;
Gillespie et al.,1990; Cartter et al.,1991).

Dois estudos soroepidemiologicos realizados nas areas urbanas de
Belém e Rio de Janeiro encontraram taxas de prevaléncia global da
ordem de 43% e 72%, respectivamente (Freitas et al., 1990; Nascimento
et al, 1990). Achados pertinentes as investigagdes soroepidemiolégicas
em comunidades indigenas isoladas da regido amazOnica mostraram
uma frequéncia de positividade quatro vezes menor (4,7 a 10,7%) que a

registrada para a zona urbana de Belém do Para (Freitas et al., 1990).

A prevaléncia de cada gendtipo do virus B19 varia de acordo com
a regiao geografica, populagdo e amostra biolégica pesquisada (Servant-
Delmas et al., 2010). Estudo recente baseado na analise filogenética do
eritrovirus B19 em amostras de pacientes de 11 diferentes paises na
Europa, Asia e oeste da Africa, confirma a predominancia mundial do
gendtipo 1, o desaparecimento do gendtipo 2, e expansao do gendtipo 3,
que apesar de predominante no continente africano, tem sido
encontrado também em paises como Franga, Brasil, Reino Unido,
Estados Unidos, Alemanha, Grécia e Bulgaria (Servant et al.,2002;

Cohen et al.,2006; Freitas et al., 2008; Hubschen et al., 2009).
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A transmissdo do virus B19 ocorre principalmente pelo contato
pessoal, por meio de secre¢des respiratorias, mas pode também ocorrer
pela administracio de hemocomponentes e hemoderivados
contaminados, verticalmente da mae para o feto, via placenta, e por

transplante de 6rgéos (Heegard & Brown, 2002).

A evolugado da doenga esta bem documentada em um estudo de
Anderson e colaboradores em 1985, no qual voluntarios saudaveis se
expuseram a uma inoculagdao por via intranasal conforme descrito a

sequir:

ApoOs inoculagao intranasal do virus, o mesmo foi detectado 1-7
dias depois em secrecgdes respiratérias e sangue de individuos ainda
soronegativos até esse momento. Em alguns foi registrada intensa
viremia (aproximadamente 10" cdpias do genoma por mL de soro),
durante 4-5 dias, coincidindo com a aplasia de medula e
desaparecimento de células precursoras de eritrocitos. A seguir, foram
relatados sintomas inespecificos como febre, mal estar, mialgias,
nauseas e cefaleia. Em alguns voluntarios a infeccdo apresentou-se de

forma assintomatica.

Anticorpos IgM surgem a partir do 10° a 12° dia da infecgéo,
enquanto os anticorpos de IgG s6 sao detectados a partir de duas
semanas apos a infec¢do, e provavelmente permanecem por toda a vida

(Figura 5), fornecendo imunidade duradoura (Anderson et al., 1985).

A infeccdo é caracterizada por um curso clinico bifasico, onde a
primeira fase esta relacionada a manifestagdes clinicas inespecificas,
queda nos parametros hematologicos de hemoglobina e reticuldcitos, e
pico virémico (Figura 5); a segunda fase ¢é caracterizada pelo
aparecimento de sintomas de artralgia e exantema (rash), elevagao da
producao de IgM e inicio da produgao de anticorpos IgG, que se mantém
elevada por varios meses e persiste por toda a vida (Anderson et
al.,1985; Corcoran & Doyle, 2004).
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Figura 5: Principais eventos hematoldgicos, imunologicos e diagnosticos

Persisténcia

durante infecgado aguda e persistente por B19V. Modificado de Slavov et
al., 2011.

2.6. Transmissao do B19V por produtos do sangue

A transmissdo do virus B19 através de hemocomponentes e
hemoderivados tem sido relatada em diversos estudos e esta associada
a determinadas caracteristicas virais, como a relativa resisténcia do virus
a processos de inativacdo, infecgcdo persistente em individuos
assintomaticos e ao prolongado periodo de replicagdo do virus apos a
infeccdo inicial (Cassinotti et al., 1997; Santagostino et al.,1997; Blumel
et al., 2002; Lefrere et al., 2005).

A partir do desenvolvimento de novas metodologias para detec¢ao
do B19V tem sido demonstrado que a prevaléncia dessa infecgao entre
doadores de sangue é de aproximadamente 1%, e a maioria apresenta
carga viral relativamente baixa (<100-1000 Ul/mL) (Candotti et al., 2004;
Kleimann et al., 2007). No entanto, em periodos epidémicos, doadores
assintomaticos frequentemente apresentam alta carga viral (>10° Ul/mL)
sem que estejam presentes anticorpos neutralizantes que evitem a

contaminacgao do receptor do hemocomponente (Kooistra et al., 2011).
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Atualmente ndo tem sido documentada a transmiss&o do virus
B19 a partir de produtos obtidos por pool de plasma para os quais tenha
sido quantificada carga viral <103-10* Ul/mL (Wu et al., 2005; Parsyan et
al., 2007). Estudo conduzido por Kleinmann e colaboradores (2011) em
doadores de sangue demonstrou ser improvavel a transmissao do B19V
através de componentes do sangue com niveis de carga viral <10°
Ul/mL. A razdo para essa auséncia de infectividade nao esta
completamente esclarecida, porém parece estar relacionada a
quantidade de particulas virais infundidas na transfusdo, ao efeito
neutralizante de anticorpos contra B19 presentes em unidades de
plasma do pool, e a fatores do hospedeiro, como infeccdo prévia e,
assim, o desenvolvimento de imediata imunidade anti-B19V (Parsyan et
al., 2007).

Frente aos possiveis riscos da infeccado por B19V a partir de
doagdes de plasma, foi proposto nos Estados Unidos pelo FDA (Food
and Drugs Administration) a implementacao de testes para determinar a
carga viral do B19V, com o objetivo de garantir que os produtos
derivados do plasma apresentem concentragcido de DNA viral <10* Ul/mL
(US FDA, 2008). Esse mesmo limite foi determinado pelo Conselho
Europeu para preparagdes de imunoglobulina anti-D e tratamento do

plasma visando a inativacao viral (European Pharmacopea, 2009).

Enquanto aspectos relativos a transmissédo do B19V a partir de
pools de plasma tém resultado no rastreamento do DNA viral para uso
de plasma pela industria de hemoderivados, ainda ndo esta bem
documentado o potencial risco de transmissao do virus B19 por
transfusdo de hemocomponentes, como hemacias e plaquetas, e
mesmo plasma quando utilizado individualmente. Foram publicados
apenas quatro casos clinicos com evidéncias da transmissao do B19 a
partir da transfusdo de componentes do sangue (trés por concentrado de
hemacias e um por plaquetas) (Yoto et al., 1995; Zanella et al., 1995;
Cohen et al., 1997; Jordan et al., 1998). Além desses, foi também

relatado um caso assintomatico descrito a partir de um estudo
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prospectivo que avaliou infecgdes virais transmitidas pelo sangue (Yu et
al., 2007).

Visando a maior seguranga transfusional, é importante que
estejam disponiveis testes moleculares sensiveis (limite de deteccao a
10° Ul/mL) para que seja possivel aos diversos servigos a definicdo de
protocolos que determinem o limite da carga viral do B19V nos
componentes do sangue, especialmente naqueles utilizados em
pacientes com anemia hemolitica, gestantes e pacientes
imunocomprometidos, e que, ao mesmo tempo, evitem o descarte
desnecessario de hemocomponentes, uma vez que a maior parte deles

possui carga viral relativamente baixa (Kleinmann et al., 2009).

2.7. Diagnostico laboratorial

O diagndstico laboratorial da infeccdo pelo B19V pode ser
realizado pela demonstracéo da presenga do préprio virus por meio de
identificacao direta ao microscopio eletrénico, deteccao do DNA viral por
hibridizagao direta ou PCR, ou métodos indiretos de diagndstico, em que

se detecta a presencga de anticorpos do individuo contra o virus.

A presenga de pronormoblastos gigantes na medula éssea ou no
sangue periférico pode ser sugestiva de infeccao pelo B19V. No entanto,
sua presenca ou auséncia ndo pode ser usada isoladamente para se
fazer o diagndstico, uma vez que essas células frequentemente ndo séo
visualizadas em amostras de pacientes portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou outras doencgas cronicas (Heegaard &
Brown, 2002).
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2.7.1. Diagnéstico direto

Durante o periodo virémico, particulas virais podem ser
visualizadas diretamente no soro usando a microscopia eletrénica e/ou
imunomicroscopia eletrbnica (Caul et al., 1988; Chrystie et al., 1990;
Pilavdzic et al., 1994). Antigenos virais podem ser detectados em
amostras de soro pelos métodos de radioimunoensaio (Anderson et al.,
1982), ensaio imunoenzimatico (Anderson et al., 1986; Cubel et al.,
1996) ou através da detecgdo do genoma viral por métodos de
hibridizagao in situ (Heegaard & Hornsleth, 1995).

2.7.2. Testes moleculares

A introducao de métodos de amplificagdo do genoma viral fez com
que a técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR) se tornasse o
meétodo diagndstico mais sensivel para detecgdo do B19V em espécimes
clinicos (Clewley et al., 1989; Erdman et al., 1991; Durigon et al., 1993).
Assim, muitos laboratérios atualmente complementam a triagem para
anticorpos anti-B19V com diagnédstico por técnicas de PCR, uma vez
que ja esta bem estabelecido que a PCR aumenta a sensibilidade na
detecgdo da infeccao por B19V (Skjoldebrand-Sparre et al., 2000;
Manaresi et al., 2002).

O primeiro método de PCR para detecgdo do B19V em soro e
tecido fetal surgiu em 1989 (Salimans et al., 1989). Atualmente, ha uma
variedade de métodos moleculares comerciais ou desenvolvidos in

house para deteccgao do virus B19.

A aceitacdo da PCR como método diagndstico e sua
implementag&o na rotina laboratorial foram beneficiadas com o advento
da PCR em tempo real, a partir do inicio da década de 90 (Niesters et
al., 2001). A PCR em tempo real permite que a detecgdo do produto
amplificado (amplicons) ocorra simultaneamente a reagdo de
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amplificacdo, em oposicdo aos métodos tradicionais de PCR, em que o
produto da amplificagcao é detectado apenas no final da reagao, com a
utilizagdo de uma segunda técnica, normalmente eletroforese em gel. O
monitoramento da presenga e acumulo do amplicon em tempo real &
possivel pelo uso de sondas ou iniciadores marcados com moléculas
fluorogénicas, ou de fluoréforos que se ligam ao proprio produto de PCR
(Mackay et al., 2002). A metodologia permite monitorar em tempo real, o
momento da reacdo em que a fluorescéncia emitida pelo produto
amplificado ultrapassa o limiar de detecgdo (Ct — Threshold cycle). As
PCRs em tempo real mais comuns usam a molécula fluorescente SYBR

Green ou sondas hidroliticas (Tagman®) com diferentes marcagoes.

O fluoréforo SYBR Green usado na PCR se liga a fita dupla de
DNA, e com a excitagdo da luz emitida pelo sistema Ooptico do
termociclador, emite uma fluorescéncia verde. A intensidade da
fluorescéncia emitida € proporcional a quantidade de material
amplificado na reacgdo, ou seja, do material alvo no inicio da reagao.
Nesse método € necessario que apos a etapa de amplificacao seja feita
uma analise da curva de dissociacdo do produto da PCR. Essa analise
consiste na verificagdo do ponto correspondente a temperatura de
dissociagao do amplicon (Tm, melting temperature). Assim, a inclusao da
curva de dissociagao permite avaliar se houve formagdao de um unico
produto através da visualizacdo de um unico pico na curva de melting,
indicando que ocorreu amplificagdo de apenas um alvo, eliminando
assim amplificagdes inespecificas. A vantagem da PCR usando SYBR
Green é que ela é menos onerosa que aquelas usando sondas

hidroliticas.

A PCR em tempo real com sondas hidroliticas (TagMan®) usam,
além de um par de iniciadores, uma sonda capaz de se ligar a uma
sequéncia especifica entre os iniciadores na regiao de DNA. Esta sonda
apresenta em uma extremidade um corante reporter fluorescente e na
outra extremidade uma molécula quencher (silenciador). Durante a PCR,
se a sequéncia alvo estiver presente, a sonda se anela logo apés um

dos primers e é clivada através da atividade nucleasica 5° da Tag DNA
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polimerase, enquanto o primer € estendido, separando o quencher da
molécula fluorescente apdés a extensdo. A separacao do fluoroforo do
quencher resulta em aumento da intensidade da fluorescéncia. Esse
aumento ocorre apenas quando a sonda é clivada, ou seja, quando a
amplificagdo da sequéncia-alvo € estabelecida (Heid et al., 1996; Novais
& Pires-Alves, 2004). A PCR em tempo real usando sondas TagMan é
bastante sensivel e especifica, sendo cada vez mais usada no

diagnostico de infecgdes (Holland et al., 1991).

O desenvolvimento de técnicas de PCR em tempo real aumentou
a sensibilidade e especificidade do diagnostico de B19V. Varios métodos
utilizando essa técnica vém sendo descritos visando a identificacdo dos
gendtipos virais e a quantificagdo da carga viral (Aberham et al., 2001;

Koppelman et al., 2007).

2.7.3. Diagnoéstico indireto

A deteccdo da presenga de anticorpos contra o virus B19 é o
meétodo mais utilizado para diagndstico de pacientes imunocompetentes
com alteragdes clinicas sugestivas da infecgdo. A deteccdo de
anticorpos IgM indica infecgdo atual ou recente, dado que estes
anticorpos permanecem por até 3 meses na circulagdo (Schwarz et
al.,1997; Heegaard &Brown, 2002).

O aparecimento de anticorpos da classe IgG ocorre a partir de 2
semanas apods a infecgao e coincide com o declinio de IgM. A reatividade

de IgG persiste indefinidamente apds a infecgao.

Atualmente n&o existe padrao internacional para detecgao de IgM
anti-B19V e apenas um teste diagndstico disponivel esta autorizado
pelo FDA (US Food and Drugs Administration). Trata-se de um
imunoensaio de captura que utiliza uma proteina recombinante de VP2
para detecgdo especifica de IgM humana no soro ou plasma. Esse

imunoensaio possui 89,1% de sensibilidade e 99,4% de especificidade
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(Corcoran et al., 2004) e esta sendo amplamente utilizado no diagnostico

de infecgao recente pelo eritrovirus B19 (Jordan, 2000).

2.8. Manifestacgoes clinicas

Desde sua descoberta em 1975, o eritrovirus humano vem sendo
relacionado a uma diversidade de quadros clinicos, que compreendem
desde sintomas inespecificos, como febre, mialgia, fadiga e mal-estar,

até quadros clinicos caracteristicos (Anderson & Cohen, 1987).

O aparecimento das diversas manifestagdes clinicas relacionadas
a infeccdo pelo B19V é influenciado pela condigdo imunoldgica e
hematologica do hospedeiro. Em criancas e adultos saudaveis, a

infeccéo geralmente evolui de sem sintomas clinicos (Woolf et al., 1989).

2.8.1. Eritema infeccioso

O eritema infeccioso (El) ou quinta doenga da infancia é doenca
exantematica conhecida ha mais de um século. A etiologia viral pelo
B19V foi descrita por Anderson e colegas (1984), na Inglaterra. O
eritema infeccioso é a manifestacao clinica mais prevalente em criancas
infectadas pelo B19V. Porém, também pode ocorrer em adultos (Pereira
et al., 2001; Hoebe et al., 2002; Figueiredo et al., 2005).

Sintomas prodrémicos frequentemente ndo sdo observados, mas
quando estao presentes podem incluir febre, coriza, cefaléia e nausea. O
eritema infeccioso caracteriza-se por eritema na face, de intensidade
meédia progredindo com exantema maculo-papular eritematoso para o
tronco, membros superiores e inferiores. A erupgao cutanea tipica pode
ser pruriginosa ou urticariforme e estar acompanhada de febre baixa
(Vuorinen et al., 2002).

Acredita-se que a causa da formacao do exantema seja a

deposigao de complexos formados entre antigenos e anticorpos, ja que
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existe concomitancia entre o periodo de producdo de anticorpos e o

aparecimento do exantema (Anderson et al., 1985).

2.8.2. Artropatia

A artrite associada ao B19V foi descrita pela primeira vez em 1985
(Reid et al.,1985; White et al., 1985). Artralgia e artrite sdo os sintomas
mais comuns observados em adultos, acometendo 60% das mulheres e
30% dos homens infectados pelo virus B19 (Anderson et al.,1985; Woolf
et al.,1989). Em contraste, essa manifestagdo clinica em criangas tem
incidéncia abaixo ou igual a 10% (Nocton et al., 1993). A artralgia é
geralmente simétrica, com envolvimento principalmente das articulagbes
das maos e pés e geralmente dura de uma a trés semanas, mas pode

persistir por meses (Woolf et al., 1989; Freitas et al., 2002).

O diagnodstico diferencial da infecgdo pelo B19V deve ser
considerado em qualquer paciente que apresente artrite reumatoide
juvenil. Em contraste com a artrite reumatoide, a infecgao pelo B19V nao

tem sido relacionada a destruigao de articulagbes em prazo mais longo.

2.8.3. Crise aplastica transitoria

A Crise Aplastica Transitéria (CAT) foi a primeira doenga
associada ao B19V, sendo originalmente descrita em pacientes
portadores de anemia hemolitica cronica, como anemia falciforme,
talassemia e esferocitose hereditaria (Pattison et al., 1981; Serjeant et
al., 1981; Kellerher et al., 1983).

Trata-se de episddio transitorio, autolimitado, caracterizado por
parada repentina da eritropoiese por um periodo de 7 a 10 dias, com
auséncia de ceélulas precursoras de eritrécitos na medula Ossea e
auséncia de reticulocitos na circulacdo (Heegaard & Brown, 2002).

Geralmente leucdcitos e plaquetas nao sao afetados, no entanto, as
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vezes estao presentes leve leucopenia e/ou trombocitopenia (Borsato et
al., 2000).

2.8.4. Infeccao fetal

A infeccdo pelo eritrovirus B19 durante a gestacdo pode
comprometer o feto, levando a ocorréncia de hidropsia fetal, anemia

congénita, abortamento ou parto de natimorto (Vallada & Vallada, 2007).

O primeiro relato comprovado registrou a detecgao de IgM anti-
B19V no sangue de um natimorto e da sua méae (Knott et al., 1984). Num
segundo relato, Brown e colaboradores (1984), durante um surto de
eritema infeccioso, identificaram um caso de hidropsia fetal e detectaram

a presenca de DNA viral no tecido fetal.

A incidéncia de infecgao primaria por B19V durante a gravidez
tem sido estimada em 1 a 5% (Kerr et al.,1994; Harger et al., 1998), e a
subsequente transmissao transplacentaria situa-se entre 24 e 33%
(Enders & Biber, 1990; Yaegashi et al.,1998).

Ha maior comprometimento fetal quando a infeccdo materna
acontece até a 20.7 semana de gestacao. O risco de morte fetal €, em
média, de 9%, e de hidropsia fetal varia de 2-9% (Vyse et al., 2007). O
aborto espontaneo e a morte intrauterina sdo mais frequentes no 1.° e
3.° trimestres da gestacao, respectivamente (Nyman et al., 2002).
Entretanto, a infeccdo no feto pode ser resolvida espontaneamente,
resultando em crianga normal e sem complicagdes posteriores (Morey et
al., 1991; Xu et al., 2003).

Ao se comprovar a infeccdo de uma gestante, recomenda-se seu
acompanhamento por ultrassonografias periddicas. Caso sejam
observadas alteragbes, transfusdo sanguinea fetal intrauterina pode
amenizar o quadro. Ao se verificar presenca de exantema em gestantes,
o diagnostico laboratorial € esclarecedor. No entanto, a infec¢do pelo
B19V durante a gravidez passa geralmente despercebida, uma vez que

a maioria das gestantes é assintomatica ou apresenta manifestacoes
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clinicas discretas. Por essa razdo, seria importante a realizagdao do
diagndstico sorolégico por anti-lgG no pré-natal, e que os profissionais
de saude se mantivessem alertas para a possibilidade dessa infecgéo

nas maes IgG negativas (Cubel, 1996; Wong et al., 2002).

2.8.5. Infeccao em pacientes imunodeficientes

Em pacientes imuncomprometidos, devido a doencgas inatas ou
adquiridas ou em decorréncia do uso de drogas imunossupressoras,
como em transplantados, a infeccdo pelo B19V pode levar a anemia
crénica. Esses individuos ndo sao capazes de produzir anticorpos
neutralizantes em titulos protetores, cursando com viremia persistente
ou recorrente acompanhado de anemia crbénica devido a aplasia de série
vermelha (Vallada & Vallada, 2007; Slavov et al., 2011).

Nesses pacientes ndo é possivel a formacao de imunocomplexos
para eliminar o virus do organismo. Nesses casos, o0 diagndstico
laboratorial da infecgao pelo B19V s6 é possivel pela detecgao do DNA
viral (Clewley, 1989; Duringon et al., 1993).

2.9. Tratamento e prevencgao

Até o momento ndo foram desenvolvidos medicamentos antivirais,
especificos no combate a infeccdo pelo eritrovirus humano. Desse
modo, o tratamento € baseado em medicamentos de combate aos
sintomas frente a infeccdo (Vallada & Vallada, 2007). Pacientes que
desenvolvem eritema infeccioso ndo necessitam de nenhum tratamento.
Os que evoluem para artralgia sdo tratados com analgésicos e anti-
inflamatérios. Na maioria dos casos de crise aplastica transitoria
causada pelo B19V, faz-se necessaria transfusdo imediata de
concentrado de hemacias, para reverter o quadro de anemia e seus
sintomas clinicos, preservando assim a vida do paciente. Gestantes

previamente soronegativas devem ter a gravidez monitorada, em caso
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de soroconversdo, por meio de ultrassonografia semanal. Em caso de
risco de hidropsia fetal deve-se realizar a cordocentese e transfuséo
intrauterina de hemacias para diminuir a mortalidade fetal (Bousquet et
al., 2000).

Pacientes imunocomprometidos que apresentam infecgao crénica
pelo B19 e aplasia de células vermelhas devem submeter-se a terapia
de infusdo endovenosa de gamaglobulina (0.4g/Kg de peso corporal/dia
durante 5 dias ou 1g/Kg/dia por 2 ou 3 dias). Esse tratamento pode ser
curativo, levando ao aumento nos niveis de reticuldcitos e hemoglobina
(Heegaard & Brown, 2002).

Como néo existe atualmente vacina disponivel contra o virus B19,
a prevencao deve acontecer por meio de medidas que visem a
interrupcao da transmissao de um hospedeiro para outro, uma vez que
se trata de doenca disseminada por via respiratoria. Outra estratégia € a
implementacédo de testes que garantam maior controle da qualidade de
hemocomponentes e hemoderivados, evitando assim a transmisséo
transfusional. E coerente que essas acdes sejam direcionadas
prioritariamente aos grupos mais susceptiveis a complicagdes clinicas,
como pacientes com hemoglobinopatias, gestantes e pacientes
imunocomprometidos. Apesar de ndo ser pratica difundida no Brasil, o
diagndstico pré-natal pela pesquisa de IgM e IgG anti-B19V, indicativos
de infec¢des recentes e passadas, respectivamente, poderia ser
utiizado. O isolamento de pacientes que desenvolveram quadros
exantematicos ndo evita a transmissdo do B19V, uma vez que o estagio

virémico ja teria ocorrido.
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2.10. Anemia falciforme

Os disturbios das hemoglobinas humanas, ou hemoglobinopatias,
constituem grupo heterogéneo de doengas geneticamente determinadas,
de ampla distribuicdo e que apresentam morbidade significativa em todo
o mundo (Weatherall & Clegg, 1999). Estima-se que aproximadamente
7% da populagdo mundial seja portadora de doengas desse tipo. Apesar
desses disturbios ocorrerem com maior frequéncia nas regides tropicais,
eles sdo encontrados em todo o mundo, devido as migragcdes
(Weatherall & Clegg, 2001; Weatherall, 2008).

As hemoglobinopatias s&o de importancia fundamental na
genética médica, pois sdo as doengas monogénicas mais comuns no
mundo, causando morbidade substancial (Thompson & Thompson,
2002). Esses disturbios constituem um grupo de doencas genéticas
caracterizadas por alteracbes da porcdo proteica da molécula da
hemoglobina. Podem ser classificadas como estruturais e de sintese
(Bunn, 1994).

A hemoglobina S (Hb S) é uma variante estrutural decorrente de
uma mutagao pontual (GAG > GTG) no sexto cédon no gene da globina
B, levando a substituicdo do acido glutdmico pela valina, na sexta
posicao da cadeia polipeptidica (figura 6) (Steinberg, 1995).

Cromossomo 11 normal

6° codon gene globina beta —» GAG —» Ac. Glu —> Proteina (Hb A)

Cromossomo 11 mutante

6° codon gene globina beta —» GTG —* Val —» Proteina (Hb S)

Figura 6. Mutacao génica responsavel pela Hb S.
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As doencgas falciformes constituem um conjunto de desordens
genéticas autossébmicas recessivas, caracterizadas pela presenga de,
pelo menos, um alelo mutante B e o fenétipo com a concentragdo de Hb
S superior a 50% (Ashley-Koch et al., 2000; Naoum, 2000; Stuart e
Nagel, 2004). Os gendtipos mais comuns da doencga falciforme em
nosso meio sdo Hb SS, Hb SC, Hb SB+-tal, Hb SB°tal e Hb SD-Punjab
(Januario, 2002). O trago falciforme caracteriza o portador assintomatico,

ou heterozigoto falcémico (Hb AS).

Os individuos heterozigotos para a hemoglobina S (AS),
portadores do traco falcémico, possuem hemacias com
aproximadamente 20-45% da hemoglobina variante e séo
assintomaticos; os homozigotos (SS) possuem a anemia falciforme, com
hemacias contendo 80% ou mais de Hb S, sendo portadores de anemia
hemolitica grave, acompanhada por manifestagbes clinicas variaveis
(Smith et al.,1981; Embury, 1995; Chang et al., 1997; Weatheral &
Provan, 2000). Este gendtipo apresenta maior gravidade clinica e
hematolégica, e maior morbidade e mortalidade que gendtipos
possuindo Hb S em conjunto com outra Hb variante (Naoum, 2000;
Frenette & Atweh, 2007).

Quando um alelo B® coexiste com um alelo causador de B-
talassemia (B-tal), caracterizada por diversos alelos mutantes do gene
da B-globina que resultam na n&o transcricdo de mRNA para produgao
de cadeias beta ou na transcricdo de niveis significativamente
diminuidos, a gravidade da doenca falciforme depende do tipo de
mutagdo que causa a B-tal (Steinberg, 2008). Quando o alelo [-
talassémico coexistente causa a completa inativacdo do gene B, a
doenca falciforme resultante é conhecida como SB°-talassemia (SB-tal)
e a gravidade clinica tende a ser semelhante a da anemia falciforme (Hb
SS) (Serjeant et al., 1979).
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2.11. Anemia falciforme no Brasil

A anemia falciforme é a doencga hereditaria monogénica mais
comum no Brasil, ocorrendo predominantemente, mas néo
exclusivamente, em afrodescendentes (Di Nuzzo & Fonseca, 2004;
Cancgado & Jesus, 2007). O Ministério da Saude estima a prevaléncia de
25.000 a 30.000 individuos com anemia falciforme no pais e a incidéncia
de 3.500 novos casos a cada ano (0 nascimento de uma crianga com
anemia falciforme para cada 1.000 recém-nascidos vivos). Com relagao
ao traco falciforme, estima-se a prevaléncia de 7.200.000 casos, sendo
2% a 8% na populagdo geral e 6% a 10% entre afrodescendentes.
Estima-se a incidéncia de 200.000 novos portadores do traco falciforme

a cada ano (Cancado & Jesus, 2007).

A distribuicdo do alelo B° no Brasil ¢ bastante heterogénea. A
prevaléncia de heterozigotos (Hb AS) € maior nas regides norte e
nordeste (6% a 10%), enquanto nas regides sul e sudeste a prevaléncia
€ menor (2% a 3%) (Silva & Shimauti, 2006; Cancado & Jesus, 2007).

Estudos realizados em diversas regides do Brasil tém
demonstrado essa distribuicdo heterogénea. No estado da Bahia, em
populacdes do Recdncavo Baiano, a prevaléncia de portadores do traco
falciforme (Hb AS) foi de 10,5% e de homozigotos (Hb SS) foi de 1,24%
(Silva et al., 2006), sendo que na cidade de Salvador a prevaléncia
estimada do traco falciforme foi de 9,8%, enquanto da anemia falciforme
foi de 0,2% (Adorno et al., 2005). No Distrito Federal, a prevaléncia do
traco falciforme em recém-nascidos foi de 3,23% e da anemia falciforme
de 0,09% (Diniz et al., 2009). Na cidade de Natal (RN), a prevaléncia do
traco falciforme em recém-nascidos foi de 1,5% e da anemia falciforme
de 0,05% (Araujo et al., 2004). Na cidade de Porto Alegre (RS), em
estudo piloto para triagem neonatal de hemoglobinopatias, foi
encontrado frequéncia de apenas 1,2% para portadores do gene RS,
entre heterozigotos e homozigotos (Daudt et al., 2002). Em outro estudo,
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envolvendo o estado do Rio Grande do Sul como um todo, a prevaléncia
do trago falciforme foi de 1,14% (Sommer et al., 2006). No estado de
Sao Paulo, na cidade de Campinas, o programa de triagem neonatal
encontrou frequéncia de 1,98% de portadores do trago falciforme e de
0,01% para anemia falciforme (Brandelise et al., 2004). No Estado de
Minas Gerais esta estimado o nascimento de uma crianga com anemia

falciforme para cada 2.500 recém-nascidos vivos (Januario, 2002).

As diferentes prevaléncias desta hemoglobinopatia nas diferentes
regides brasileiras (figura 7) refletem a diversidade de origens raciais e
os variados graus de miscigenagao presentes no pais (Sommer et al.,
2006).

Freqiiéncia do
gene S no Brasil

Populacao
186,7 milhdes

%\\ AR i3 _y Pernambuco

S AS 4% (1:23)

DF 1:1.400
Bahia
= AS 5,3% (1:17)
Séo Paulo N ¥ DF 1:650
AS 2,6% [1:35) 7. Minas Gerais
DF 1:4.000 AS 3% (1:23)
DF 1:1.400

Rio de Janeiro
AS 4% (1:21)
DF 1:1.200

) Rio Grande do Sul
AS=traco falciforme AS 2% (1:65)

DF=doenga falciforme :
Fonte: Ministério da Saiude do Brasil DF 1:10.000

Figura 7. Frequéncia do gene B° nas diferentes regides do Brasil. Fonte:
Cancgado & Jesus, 2007.
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2.12. Patogénese da anemia falciforme

A polimerizagdo da hemoglobina S desoxigenada € o primeiro
evento na patogénese molecular da doenca falciforme. Ela resulta na
distorcdo da forma da hemacia e na acentuada diminuigdo da sua
deformabilidade (Bunn, 1997).

Quando a hemoglobina S é desoxigenada, a substituicdo do acido
glutdmico por valina resulta em uma interacdo hidrofébica com outra
molécula de hemoglobina, desencadeando a formagao de grandes
polimeros. A alteragao celular que causa a deformacao dos eritrécitos
globulares em falcizados leva a faléncia da bomba de so6dio e potassio.
Os eritrocitos perdem potassio e agua e tornam-se mais densos,
favorecendo o aumento de polimeros da Hb S. Ocorre também aumento
da concentragao de calcio intracelular e, consequentemente, aumento
da concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) da
desoxiemoglobina. Essas alteracbes modificam a permeabilidade celular
e provocam lesdes crénicas na membrana celular, tornando os eritrécitos
irreversivelmente falcizados e acentuando os problemas, nao sé ao nivel
molecular, mas também ao nivel circulatério. A alteracdo do fluxo
sanguineo ocorre pelo aumento da viscosidade do sangue. Os eritrocitos
falciformes irreversiveis tém a propriedade de adesdao aumentada ao
endotélio vascular, principalmente devido a alta viscosidade do sangue e
também pela elevagdo dos niveis de fibrinogénio, que ocorre como
resposta natural as infeccoes. A deposicdo desses eritrocitos na
superficie endotelial reduz a luz dos capilares, provocando estase e,
consequentemente, hipoxia tecidual, formando mais desoxiemoglobina,
piorando a circulacdo e lesando os tecidos perfundidos por esses
capilares. Pode ocorrer, ainda, a oclusao total dos capilares, o que causa
trombose, formacao de fibrina e, também, ativagcdo dos mecanismos de

coagulagao. Os tecidos mal perfundidos podem sofrer infartos com
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necrose e formacéo de fibrose, principalmente no baco, medula 6ssea e

placenta (Naoum & Domingos, 1997).

2.13. Principais manifestagoes clinicas na infancia

Os fendbmenos vaso-oclusivos e a hemdlise crénica sado os
principais determinantes das manifestacbes clinicas da anemia
falciforme. Apesar da alteragao principal estar restrita as hemacias, trata-
se de doencga sistémica, cujos efeitos podem incidir sobre qualquer
orgao (Reed & Vichinsky, 1998).

2.13.1. Vaso-oclusao

A grande quantidade de Hb S presente nas hemacias do paciente
com anemia falciforme leva ao aumento da densidade celular,
favorecendo a polimerizagao intracelular que diminui a maleabilidade da
hemacia e leva a obstrugdo de vasos sanguineos de médio e pequeno
calibre (Wang e Lukens, 1998). Os fendmenos vaso-oclusivos
acontecem principalmente em 6rgaos onde o fluxo sanguineo € lento e a
tensdo de oxigénio e o pH sdo mais baixos, como rim, bago e medula
Ossea. Varios fatores estdo associados a esse evento clinico, como a
polimerizagdo da Hb S, desidratagdo celular, aumento da rigidez do
eritrocito e da viscosidade sanguinea, ativagdo e adesdo das células
endoteliais e de plaquetas, desequilibrio do tdnus vascular com elevagao
dos niveis de endotelina e redugdo do 6xido nitrico (Wang & Lukens,
1998; Stuart & Nagel, 2004).

2.13.2. Crises de dor

Os eventos de dor aguda ocorrem em frequéncia bastante
variavel nos pacientes. Correspondem as manifestagdes clinicas mais

comuns da anemia falciforme. De forma secundaria as oclusbdes
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intermitentes da microcirculagdo, as crises dolorosas sdo provocadas
por danos nos tecidos e geralmente sdo de inicio agudo, durando em
torno de 3 a 5 dias. A dor atinge mais frequentemente os ossos e as
articulagbes, podendo atingir também o térax, o abdébmen e a regiao
dorsal. Os episddios de dor e edema dos pés e das maos (dactilite ou
sindrome mao-pé) podem ser a primeira manifestacdo de dor nos
lactentes. Esses episodios de dor geralmente sao autolimitados e podem
desaparecer espontaneamente. Devido a possibilidade de condutas
equivocadas, sequelas cronicas ou mesmo risco de vida, merecem
atencéao especial. Infecgdes, febre, hipdxia, desidratagcado e exposi¢cao ao
frio e niveis mais elevados de Hb sao fatores que podem desencadear

as crises algicas (Wang & Lukens, 1998; Gualandro, 2001).

2.13.3. Sequestro esplénico

A crise de sequestro esplénico agudo (SEA) é mais frequente nos
dois primeiros anos de vida, sendo caracterizada pelo aumento do baco,
diminuicdo da concentragdo de hemoglobina (= 2g/dL em relagdo aos
niveis basais), sempre acompanhada de reticulocitose, podendo
acarretar colapso circulatorio que pode levar ao obito por anemia e
choque hipovolémico (Stuart & Nagel, 2004; Rezende et al, 2009). Essa
complicagdo € resultante da estase (estagnagdo) aguda das células
falciformes nos sinusoides do baco, que aumenta de volume em 2 cm ou

mais a palpacéo.

O tratamento imediato inclui a correcdo hipovolémica com
transfusdo (Stuart & Nagel, 2004; Brasil, 2006). Como a taxa de
reincidéncia é alta (cerca de 50%), o acompanhamento clinico é
fundamental. Para criangas com mais de 2-3 anos de idade, a
esplenectomia é recomendada logo apds o episédio agudo (Stuart &
Nagel, 2004). Maes e cuidadores devem ser orientados para fazer a
palpacédo do baco desses pacientes, bem como reconhecer os sintomas

desse evento potencialmente ameacador a vida. Tais medidas tém
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reduzido o numero de mortes (Stuart & Nagel, 2004; Cangado & Jesus,
2007).

2.13.4. Sindrome Toracica Aguda

A sindrome toracica aguda (STA) é causa frequente de
hospitalizagbes e a principal causa de morte em jovens adultos com
doenca falciforme (Platt et al., 1994). E caracterizada por dor toracica,
tosse, febre, dispneia, infiltrados pulmonares e declinio no nivel basal de
hemoglobina. Afeta em torno de 40% dos pacientes com anemia
falciforme (Steinberg, 1999).

Em estudo multicéntrico realizado nos EUA, do qual 30 centros
participaram, as causas especificas dos episdédios de STA foram
identificadas em 38% dos pacientes. As infec¢gdes foram as principais
causas (29%), seguidas da embolia gordurosa (9%) (Vichinsky et al.,
2000). Os tipos de infecgdes sao igualmente distribuidos entre
bacteriana, micoplasma, virus e infecgdes por clamidia (Stuart & Nagel,
2004). A infecgao pelo eritrovirus B19 causa necrose na medula e uma
forma grave de STA (Lowenthal et al., 1996).

Os fatores de risco para STA incluem o gendtipo homozigoto (Hb
SS), baixas concentracdes de Hb F e niveis basais altos de hemoglobina

e leucocitos (Castro et al., 1994).

2.13.5. Acidente Vascular Encefalico

O acidente vascular encefalico(AVE) é complicacédo grave que
pode afetar pacientes com anemia falciforme e esta associado a
mortalidade elevada, principalmente em criancas entre 2 e 5 anos de
idade, com redugdo de sua incidéncia entre 10 e 19 anos (Silva et al,
2011; Ohene-Frempong & Steinberg, 2001; Stuart & Nagel, 2004). Ela é
recorrente em até 50% desses pacientes nos primeiros trés anos apos o
AVC (Fabron, 1997).
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Os dois principais mecanismos responsaveis pelo AVC em
individuos com doenga falciforme sdo: 1) arteriopatia oclusiva em que
existe proliferagdo da camada intima e aumento dos fibroblastos e das
células musculares lisas na parede das artérias e, como consequéncia,
estreitamento segmentar progressivo da porg¢ao distal da artéria carotida
interna e ramos proximais das principais artérias intracranianas
(poligono de Willis); 2) agregacdo das células falciformes e,
consequentemente, oclusdo do lumen de pequenos vasos (Hillery &
Panepinto, 2004). A terapia transfusional crénica pode reduzir em até
90% a recorréncia destes episddios (Figueiredo, 2001). Em adultos, o

AVC hemorragico é o mais comum.

2.13.6. Infecgoes

As infecgdes sao a maior causa de morbidade e mortalidade de
criangas portadoras de anemia falciforme, sendo o Streptococcus
pneumoniae o principal agente etiolégico. O risco de infeccdo € maior
nos primeiros anos de vida, especialmente para a meningite bacteriana
causada por pneumococos (Costa, 2001; Ohene-Frempong & Steinberg,
2001).

A fisiopatologia que envolve a susceptibilidade elevada a infec¢ao
em individuos com anemia falciforme esta relacionada a asplenia
funcional que ocorre progressivamente e dificulta a opsonizagdo de
bactérias encapsuladas, favorecendo a infecgdo por patégenos como S.
penumoniae,  Haemophilus influenzae, Neisseria  meningitidis,
Escherichia coli, Enterobacter sp, Klebisiella sp, Salmonella sp e
Staphylococcus aureus (Wang & Lukens, 1998; Costa, 2001; Di Nuzzo &
Fonseca, 2004).
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2.14. Anemia falciforme e infecg¢ao pelo eritrovirus B19

O eritrovirus B19 causa significativa morbidade e mortalidade em
criangcas com doencga falciforme. No entanto, ha poucos estudos
publicados sobre a epidemiologia e as complicagdes clinicas associadas

a esta infeccdo em pacientes pediatricos.

Estudos sorologicos em populagdes gerais, ndo falcémicas, na
cidade paulista de Caieiras e no Rio de Janeiro, apontam que a infec¢ao
pelo eritrovirus B19 ocorre predominantemente durante a infancia
(Amaku et al., 2009; Nascimento et al, 1990). Estudo realizado na
Jamaica por Serjeant e colaboradores (2001) demonstrou que aos 15
anos de idade 61% das criangas com gendtipo SS apresentaram
soroconversao para B19V. Esse percentual € similar ao encontrado em
outro estudo, realizado no Reino Unido, onde 50% apresentaram

soroconverséo na faixa etaria de 11 a 15 anos (Brown, 1997).

Estudo americano com criangcas e adolescentes entre um a 21
anos (média de 7,3 anos) com doenga falciforme mostrou prevaléncia de
30% de B19V e incidéncia de 11,3 por 100 pacientes-anos (Smith-
Whitley, 2004). Em outro estudo realizado na Tunisia com pacientes com
doenga falciforme (idade meédia de 9,2 anos) foi identificada infecgao
passada em 56,5% dos pacientes com anemia falciforme e 39% dos
pacientes com B-talassemia. Ja a infecgdo aguda foi detectada em 8,7%
das criangas com anemia falciforme por meio da deteccédo de anticorpos
IgM anti-B19V e/ou DNA viral (Regaya et al., 2007). Estudo realizado na
cidade de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, avaliou a soroprevaléncia de
anticorpos IgG em uma populagao de pacientes com doenca falciforme e
talassemia beta (idade média 19,2 anos) e encontrou taxa de 55,3%
Slavov et al., 2011).

Como ja referido anteriormente, o B19V infecta as células

precursoras das hemacias na medula dOssea, causando parada da
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hematopoiese por aproximadamente uma semana. Isso, entretanto, n&o
leva a anemia sintomatica em individuos com concentracdo de
hemoglobina dentro dos limites de referéncia, pois a vida média das
hemacias de cerca de 100 dias esta preservada. Em pessoas que
apresentam anemia hemolitica crénica, ou seja, aquelas com baixas
taxas de hemoglobina e hemacias com periodo de vida curto
(aproximadamente 20 dias), a infecgdo pelo B19V acarreta queda
progressiva e relativamente rapida na taxa de hemoglobina,
ocasionando anemia intensa, sintomatica. Assim, os achados
laboratoriais comuns sdo queda abrupta da hemoglobina, queda dos
reticuldcitos e redugao na medula 6ssea dos precursores eritroides com
inclusbes nucleares caracteristicas nos proeritroblastos (Verissimo,
2007). Este quadro grave, conhecido como crise aplastica transitéria
(CAT) é, sem duvida, umas das principais complicagbes da anemia
falciforme e de outras anemias hereditarias. Nos pacientes com anemia
falciforme, a CAT é a condigdo de maior relevancia associada a infecgao

pelo eritrovirus B19.

Em 1981, foi descrita pela primeira vez a associagao entre a
infeccdo pelo eritrovirus B19 e a CAT e desde entdo estudos tém
mostrado que aproximadamente 70% das infecgdes pelo B19 nessa

populagao resultam em crise aplastica transitoria (Serjeant et al., 2001).

Estudo longitudinal realizado por Rao e colaboradores (1992) em
Nova lorque mostrou que 68% dos casos de CAT em pacientes com

anemia falciforme foram causados pela infecgao por B19V.

O periodo de incubacéo viral na crise aplastica pode variar de 9 a
17 dias. Os sintomas prodrémicos possiveis sdo febre, mal-estar, dores
e sintomas gastrointestinais e respiratérios leves. Exantema pode
ocorrer em 23% dos pacientes, sendo de dificil visualizagdo nos
pacientes melanodérmicos (Cubel et al., 1992; Di Nuzzo & Fonseca,
2004; Smith-Whitley et al., 2004). Os sintomas prodromicos sao
seguidos pela queda do hematdcrito e da hemoglobina e detecgao de

reticulopenia acentuada, que duram em média 6 a 8 dias. O curso total
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da doenca, dos sintomas prodrémicos até o reaparecimento dos

reticuldcitos circulantes é de 10 a 12 dias (Saarinem et al., 1986).

Embora alguns episddios de CAT em criangas com doenga
falciforme possam ter evolugdo benigna, muitos deles necessitam
transfusdo de concentrado de hemacias visando a reduzir o risco de
colapso circulatério devido a anemia grave e subita provocada pela
infeccdo (Goldstein et al., 1987; Serjeant et al., 1993). No estudo
coordenado por Smith—Withley e colegas (2004), a transfusao foi
necessaria em 72% dos pacientes portadores de doenga falciforme,
sendo que as criangas com Hb SS necessitaram de transfusdo mais
frequentemente que as com SC. Um outro estudo em criangas com
doenca falciforme mostrou que, apos a infeccao pelo B19V, a imunidade
contra outros episédios de CAT parece ser duradoura, ndo sendo
observada recorréncia desse evento associada a infec¢do pelo virus B19
(Serjeant et al., 2001).

Além da crise aplastica, outras complicagdes tém sido
relacionadas a infecgéo pelo eritrovirus B19. Eventos cerebrovasculares
como acidente vascular cerebral e encefalite foram descritos em dez
pacientes com anemia falciforme apds confirmacdo de soroconversao
para o virus (Wierenga et al., 2001). Outros eventos como meningite e
ataxia cerebelar aguda foram observados em individuos normais em
associacdo ao B19V (Okumura et al.,1993; Watanabe et al.,1994;
Shimizu et al.,1999). Outro estudo realizado em pacientes com doenga
falciforme mostrou a ocorréncia de sequestro esplénico (19,1%) e de
sindrome toracica (11,8%), como eventos subsequentes a CAT em
pacientes infectados pelo B19V (Smith-Whitley et al., 2004). Do mesmo
modo, Lowenthal e colaboradores (1996) relataram associagéo do virus
B19 com sindrome toracica aguda em pacientes com doenga falciforme

nos Estados Unidos.

Além desses eventos clinicos possivelmente associados a
infeccdo pelo B19V, o virus pode causar em individuos com doenca

falciforme necrose de medula dssea induzida pela infecgao viral maciga,
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podendo desencadear embolia sistémica gordurosa e embolia fatal de
medula 6ssea (Godeau et al.,1991; Fartoukh et al., 2006). No entanto,
embolia gordurosa parece ser mais frequente em individuos com

gendtipo SC do que em SS (Shapiro et al., 1984).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Estimar a prevaléncia e incidéncia da infecgao pelo eritrovirus B19 em
criangas com doenca falciforme atendidas no Hemocentro de Belo

Horizonte e avaliar a morbidade da infecgao.

3.2. Objetivos especificos

1. Padronizar um teste de PCR em tempo real para deteccdo dos

trés gendtipos do eritrovirus B19 em amostras de soro ou plasma.

2. Investigar a frequéncia de infecgcao passada ou atual/recente pelo
B19V por meio da detecgao de anticorpos IgG e IgM anti-B19V, e
DNA viral em amostras de soro ou plasma dos individuos

participantes.

3. Definir o gendtipo de B19V mais frequente na populagéo

estudada.

4. Avaliar retrospectivamente e prospectivamente as manifestacoes
clinicas, exames hematologicos e a histéria transfusional dos

individuos participantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho e local de realizagao do estudo

Trata-se de um estudo transversal aninhado a uma coorte
retrospectiva, realizado em criangas com doencga falciforme, gendtipos
SS e Sp°talassemia, diagnosticadas pelo Programa Estadual de
Triagem Neonatal de Minas Gerais (PETN-MG), nascidas entre 1999 e
2009, acompanhadas no Hemocentro de Belo Horizonte, Fundagao

Hemominas.

4.2. Caracterizagao da populagao de estudo

Inicialmente foi realizada aleatorizagdo estratificada de 385
pacientes, homogeneamente distribuidos em 35 criangas por ano de
nascimento, nascidas no periodo compreendido entre 1999 e 2009,
sendo que no ano de 2009 foram incluidas apenas criangas com pelo
menos nove meses de idade. Essa amostra de 35 criangas por ano de
nascimento representa aproximadamente 50% a 60% do total de
criangas com doenca falciforme matriculadas anualmente no ambulatério
do Hemocentro de Belo Horizonte, todas provenientes do Programa de

Triagem Neonatal de Minas Gerais.

Dessa selecao inicial, foram estudados e testados 239 pacientes
com anemia falciforme, 122 do sexo feminino e 117 do masculino, com
idade entre 9 meses e 12 anos, atendidos no ambulatério do
Hemocentro de Belo Horizonte, Fundacdo Hemominas. Para o estudo de
prevaléncia, amostras de soro ou plasma dessas 239 criangas foram
colhidas. Dos pacientes que apresentaram resultados negativos para
B19V em todos o0s exames realizados, foi possivel realizar
acompanhamento de 51 deles, os quais tiveram nova amostra colhida
em intervalo médio de 0,9 anos a partir da data da coleta da primeira

amostra.
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A diferenca de 146 casos entre a aleatorizacao inicial e os que
foram efetivamente estudados (385-239=146) deveu-se a exclusao de
criangas nas quais nao foi possivel a coleta de sangue, por variados
motivos, e daquelas para as quais ndo houve assinatura do termo de
consentimento dos responsaveis para participacdo na pesquisa.
Também foram excluidas criangcas com idade inferior a 9 meses devido a
possivel presenca de anticorpos maternos anti-B19 circulantes. Trés
criancas foram excluidas porque, embora tendo o fendtipo FS ao
nascimento, eram portadoras do genotipo S-Persisténcia hereditaria de

hemoglobina fetal (S-HPFH), provado por testes moleculares.
Os critérios de inclusao utilizados nesta pesquisa foram:

- Criangas triadas pelo PETN-MG, com perfil hemoglobinico compativel
com doenga falciforme (padréao neonatal FS, ou SS determinado por

HPLC e eletroforese com focalizagao isoelétrica).

- Criangas incluidas pela aleatorizagdo estratificada cujas familias
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido referente a
pesquisa e concordaram em realizar coleta de amostra de sangue ou
consentiram na utilizagdo de amostra ja disponivel no Hemocentro de

Belo Horizonte.
Os critérios de exclusio foram:

- Criangas com perfil hemoglobinico compativel com outros subtipos de
doenga falciforme como FSC E FSA (SB’-talassemia) e as que
apresentaram diagnéstico posterior de PHHF (Persisténcia Hereditaria

da Hemoglobina Fetal).
- Criancgas que foram ao 6bito antes do inicio do estudo.

- Criangas encaminhadas ao Hemocentro, que compareceram a primeira

consulta e ndo deram seguimento ao acompanhamento clinico.

- Criancas transferidas para acompanhamento em outro hemocentro.
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As informacgdes utilizadas na selecdo da populacdo de estudo
foram retiradas do banco de dados do PETN-MG (NUPAD/Faculdade de
Medicina, UFMG).

Foram utilizadas amostras de soro ou plasma coletadas no
Hemocentro de Belo Horizonte, no periodo de junho de 2010 a fevereiro
de 2012. A maioria das amostras utilizadas no estudo foi obtida de
coletas realizadas para exames de rotina, necessarios ao
acompanhamento clinico dos pacientes e, desse modo, nao foi preciso
realizar coleta de sangue exclusivamente para a pesquisa. Nesses
casos, aproximadamente 1 a 4 mL de sangue foram coletados em tubo
contendo EDTA e o plasma obtido por centrifugagdo a 3.000 x g por 10
minutos.Naqueles poucos pacientes para os quais ndo estava prevista
coleta de amostras de rotina, o sangue foi colhido por pungao venosa

em tubo de 5 mL sem anticoagulante, para obtengéo de soro.

4.3. Avaliacao dos dados clinicos e hematologicos

As informagdes referentes ao acompanhamento clinico dos
pacientes incluidos neste estudo foram retiradas dos prontuarios
meédicos arquivados no ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte e
lancadas em planilha Microsoft Excel 2007 que serviu como base de

dados para a pesquisa.

4.3.1. Dados hematolégicos

As variaveis hematoldgicas avaliadas foram: concentragéo total
de hemoglobina (Hb, g/dL), concentragdo de hemoglobina fetal (Hb F,
%), leucometria total (LEU, 10%L), plaquetometria (PLAQ, 10°%L),
contagem de reticulécitos (Retic, %). Os valores de Hb total, LEU e
PLAQ foram obtidos utilizando-se contador eletrénico de células (T-890 —
Coulter). A quantificacdo da porcentagem de Hb F foi realizada

utilizando-se o0 método de imunodifusao radial (HbF Quiplate, Helena
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Laboratories). A contagem de reticulécitos foi realizada utilizando-se o

método de azul de cresil brilhante em microscopia o6ptica.

A determinagado dos valores basais das variaveis hematoldgicas seguiu o

sequinte critério:

1.

Para a Hb total basal, foi considerada a média de trés valores de
hemoglobina dos exames mais proximos a coleta da amostra,
desprezando-se aqueles realizados apds transfusdes sanguineas
ou quando havia ocorrido eventos clinicos significativos, como o
sequestro esplénico agudo, sindrome toracica aguda, aplasia
transitéria de medula ou infeccdo grave. Para as criangas que
estavam em regime de transfusdo crénica, foram considerados
valores obtidos até o inicio do regime de hipertransfusdo. Nas
criangas que estavam eu uso de hidroxiureia, o nivel da Hb total
basal foi determinado com base na média dos trés valores

anteriores ao inicio do tratamento.

O nivel de Hb F foi determinado considerando-se o dado obtido
em exame realizado na data mais proxima a da entrada do

paciente no estudo.

Os niveis basais de plaquetas, leucdcitos e reticulécitos foram
determinados pelas médias dos valores obtidos em trés exames
consecutivos mais proximos a data da coleta, desprezando-se os
exames realizados logo apds a ocorréncia de eventos clinicos
significativos, como sequestro esplénico agudo, sindrome toracica

aguda, aplasia transitéria de medula ou infecgao grave.

4.3.2. Eventos clinicos da anemia falciforme

Os eventos clinicos avaliados foram crise aplastica transitoria

(CAT), sindrome toracica aguda (STA), sequestro esplénico agudo (SEA)

e acidente vascular cerebral (AVC). Todos eles foram definidos a partir

da ocorréncia do evento registrado em prontuario médico pelo
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hematologista responsavel pelo acompanhamento da crianga ou por
meédico que prestou atendimento no servigo de urgéncia, caso tenha sido

necessario.

A associacdo de eventos clinicos com a infeccdo pelo B19V foi
avaliada em funcdo dos resultados obtidos nos testes diagndsticos.
Assim, para os pacientes com resultados positivos para IgM ou DNA, ou
com as combinagdes IgG + IgM ou IgM + IgG + DNA, foram analisados
os eventos clinicos que ocorreram até 6 meses antes e 3 meses apos a
data da coleta da amostra. Esse mesmo periodo foi avaliado para os que
apresentaram resultados negativos em todos os testes. Ja para os
pacientes com resultado positivo apenas para IgG, os eventos clinicos
nao foram analisados, pois ndo ha possibilidade de se saber quando a

infeccao ocorreu.

4.4. Histéria transfusional e exames hematoldgicos basais

Foram registradas todas as transfusbes de sangue recebidas
pelos pacientes e documentadas nos respectivos prontuarios até a data
da coleta da primeira amostra sanguinea do estudo. Testou-se se
haveria associacdo da infec¢cao pelo B19V, definida como positividade
para um ou mais testes, inclusive IgG detectado isoladamente (infeccéo
pretérita), com o numero de transfusées sanguineas e com os exames

hematoldgicos basais, como acima definidos.

4.5. Diagnéstico da infecgao pelo Eritrovirus B19

Foram realizados testes sorolégicos e moleculares para
determinagdo do status sorolégico e presengca de DNA viral,
respectivamente, nas amostras testadas. Assim, foi estabelecido um
algoritmo (figura 8) para orientagdo do fluxo de testagem das amostras e

interpretacéo dos resultados encontrados.
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Figura 8: Algoritmo de testagem das amostras por testes sorologicos e
moleculares para definicdo de auséncia de infeccao pelo eritrovirus B19

ou, alternativamente, historico de infecgcao passada ou atual/recente.

4.6. Preparagcao das amostras

O tubo contendo o sangue coletado foi centrifugado a 3.000 x g
por 10 minutos. Apds a separagao do soro ou plasma, as amostras
foram armazenadas em aliquotas de 200 L e estocadas a -80°C até o
momento da sua utilizacdo para extracdo do DNA viral ou para os testes

sorolégicos.

4.7. Teste Imunoenzimatico para detec¢ao de anticorpos anti-B19V

Os testes imunoenzimaticos para detecgédo de anticorpos IgM ou
IgG anti-B19V no plasma ou soro foram realizados de acordo com as
especificagdes indicadas pelo fabricante (Biotrin™Internacional, Dublin,
Irlanda), sendo sua sensibilidade e especificidade de 100% comparado

ao radioimunoensaio que € considerado o teste padrao-ouro.

As amostras e reagentes foram deixados a temperatura ambiente (20-
25°C). Nos primeiros oito pogos foram distribuidos os controles positivo
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e negativo, e o calibrador, todos em duplicata. Em seguida foram
distribuidas as amostras pré-diluidas em tampao PBS. A placa foi entdao
deixada a temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida, cada pogo

foi lavado quatro vezes com solugdo de lavagem (300 uL), a qual foi

desprezada por inversdao da placa. Foram adicionados 100 uL de
anticorpo de coelho anti-lgG ou IgM humano conjugado com peroxidase
e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. Apds essa etapa, a placa
foi lavada como antes. Foram distribuidos 100 pL do substrato por pogo,
seguindo-se incubacao a 37°C durante 30 minutos. Apds esse periodo,
foram adicionados 100 uL de solugao de bloqueio a cada pogo. A leitura
da densidade optica (D.O.) foi realizada em leitora de ELISA (Autoreader
II, Ortho Diagnostic Systems, Milan, Italia) utilizando duplo comprimento

de onda a 450 nm e 630 nm, como referéncia.

A presenca ou auséncia de anticorpos IgM ou IgG anti-B19V foi
determinada em relagdo a um valor de referéncia (COV, cut off value)
calculado como a média da densidade 6ptica do calibrador (controle de
Cut off).

A reacao foi interpretada como:
Positiva: se DO > [COV x 1,1]

Negativa: se DO < [COV x 0,9]
Indeterminada [COV x 0,9] < DO <[COV x 1,1]

As amostras com resultado indeterminado foram retestadas em

duplicata, com nova diluicdo da amostra.

4.8. Extracao do DNA viral

A extracdo do DNA viral das amostras de soro ou plasma foi
realizada utilizando dois kits comerciais, Axy Prep™ Body Fluid Viral
DNA/RNA Miniprep Kit (Axygen, USA) e Qiamp DSP virus spin kit
(Qiagen, Alemanha) de acordo com as recomendag¢des do fabricante

descritas a seguir.
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Kit Axygen

Inicialmente uma aliquota de 200 yL de soro ou plasma em
temperatura ambiente foi centrifugada por 5 minutos a 12.000 x g. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo de 1,5 mL, onde foram
adicionados 200 yL de tampao V-L. A mistura foi agitada vigorosamente
em vortex e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida, foram adicionados 75 pyL do tamp&o V-N e esta mistura foi
agitada vigorosamente em vortex e centrifugada a 12.000 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 2 mL, sendo
adicionados 250 pL da mistura de isopropanol e acido acético (99 mL de
isopropanol 95-100% + 1mL de acido acético glacial), previamente
preparada. A coluna de miniprep foi colocada em novo tubo de 2 mL
para onde foi transferida a mistura do passo anterior. A coluna foi
centrifugada a 6.000 x g por 1 minuto. A seguir, o filtrado foi descartado e
a coluna de miniprep foi colocada de volta ao tubo de 2 mL. Foram
adicionados 500 pL de tampdo W1A a coluna, que foi deixada a
temperatura ambiente por 1 minuto. Em seguida, a coluna foi
centrifugada a 12.000 x g por 1 minuto e o filtrado foi descartado, sendo
a coluna colocada em novo tubo de 2 mL. Foram adicionados 800 uL do
tampdo W2 a coluna e seguiu-se centrifugacdo a 12.000 x g por 1
minuto. O filtrado foi descartado e a coluna foi colocada de volta ao
mesmo tubo de 2 mL, seguindo-se nova centrifugagcédo para remogéo do
tampao de lavagem residual. A coluna de miniprep foi transferida para
um tubo de 1,5 mL limpo, sendo adicionados 50 pL de tampao de eluigao
(nuclease free) no centro da coluna. Apds incubagao por 1 minuto a
temperatura ambiente, a coluna foi centrifugada a 12.000 x g por 2

minutos. O DNA eluido foi estocado a -80°C até o momento do uso.
Kit QIAGEN

Esse kit foi usado para avaliar se haveria aumento da
sensibilidade de detecgdo do DNA do B19V na PCR em tempo real
desenvolvida no presente estudo. Usando-se padrbes internacionais do

National Institute of Biological Standards and Controls (NIBISC) para
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deteccao de DNA do B19V, verificou-se que houve melhor recuperagao
do DNA viral nas amostras, alcangando-se os resultados para validagao
de acordo com os critérios NIBISC (ver adiante). Desse modo, para toda
amostra submetida a extragdo de DNA com o kit Axygen que apresentou
resultado negativo na PCR em tempo real para B19, foi utilizada nova
aliquota de soro ou plasma para extragdo de DNA usando esse kit e

novo teste de PCR.

Para realizar a extragao de DNA viral, foi utilizado um volume de
200 pL de plasma ou soro do paciente. A este volume foram adicionados
25 uL de protease Qiagen® e 200 uL de tampado AL ja previamente
preparado com a adicdo de RNA carreador, conforme instrugdes do
fabricante. Essa mistura foi agitada em vértex por 15 segundos e em
seguida foi brevemente centrifugada para remover residuos presentes
na tampa e na parede do tubo. Apos centrifugagdo, a mistura foi
incubada a 56°C em banho seco. Em seguida foram adicionados 250 pL
de etanol (90-100%) e, novamente, a mistura foi agitada em vértex
durante 15 segundos e deixada em repouso a temperatura ambiente por
5 minutos, seguindo-se breve centrifugacdo. Todo o conteudo foi
transferido para uma coluna Qiamp minelute® acondicionada em tubo de
1,5 mL que foi centrifugado a 6.000 x g por 2 minutos. O filtrado obtido
foi descartado e a coluna foi inserida em novo tubo de 1,5 mL limpo.
Foram adicionados a coluna 500 yL do tamp&o AW1 e em seguida a
mistura foi centrifugada a 6.000 x g por 2 minutos. Apos a centrifugagéo,
o filtrado foi novamente descartado e a coluna transferida para novo
tubo. Foram adicionados 500 pL do tampédo AW2, seguindo-se
centrifugacédo a 6.000 x g por 2 minutos. Foram adicionados 500 pL de
etanol e realizada nova centrifugagédo a 6.000 x g por 2 minutos. A
coluna foi entdo transferida para um tubo de 2 mL que foi centrifugado a
20.000 x g durante 3 minutos, sendo entdo a coluna transferida para
outro tubo. A coluna foi incubada a temperatura de 56°C em banho seco
por 3 minutos. Finalizada a incubacdo, foram adicionados 60 pL de
tampao AVE, seguindo-se incubacdo a temperatura ambiente por 1

minuto. Em seguida o tubo contendo a coluna foi centrifugado a 20.000 x

45



g por 2 minutos. Apos a centrifugacéo, a coluna foi descartada e o DNA

eluido foi estocado a -80°C.

4.9. Teste de PCR em tempo real para B19V

Para detectar de forma rapida e especifica o0 B19V nas amostras
de soro ou plasma dos pacientes do estudo, foram padronizados dois
testes de PCR em tempo real, o primeiro utilizando um par de iniciadores
capaz de amplificar os trés gendtipos virais adicionando-se o fluoréforo
SYBR Green, e o outro utilizando o mesmo par de iniciadores e trés
sondas de hidrolise marcadas com fluoréforos diferentes (sistema
TagMan), sendo cada uma especifica para os gendétipos virais 1, 2 ou 3.
Todas as amostras foram inicialmente testadas no sistema SYBR Green
e apenas aquelas com resultado positivo ou duvidoso nessa PCR foram
submetidas a PCR utilizando o sistema TagMan para confirmacao da

infeccao e definicdo do gendtipo viral.

4.9.1. PCR em Tempo Real utilizando SYBR green

Inicialmente foi padronizada uma reagao de PCR em tempo real,
utilizando o sistema SYBR Green que permitiu a detecgcdo do DNA viral
extraido das amostras de soro ou plasma dos individuos testados,
utilizando-se os iniciadores PA-1 e PA-2 (Knoll et al, 2002) para
amplificagdo (81 pb) da regido NS1 do genoma do eritrovirus B19
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Iniciadores utilizados na amplificagdo da regido NS1 do B19V
através de PCR em tempo real com SYBR Green.

Iniciador Localizacao sequéncia (5'-3')
1892-1913 (gendtipo
1)
1833 -1854 (gendtipo

PA-1 2) TCCCTGGAATTAATGCAGATGC

1784-1805 (genotipo3)

1972-1950 (gendtipo

1)
-1891 St
%?13 1891 (9enotipo .\ 16 TGCTGATACTGGTGTCT
PA-2 1864-1842 (gendtipo
3)

A reacao foi feita usando-se 12,5 yL de Power SYBR Green® PCR
Master Mix (Applied Biosytems, CA, EUA), 100 nM de cada iniciador e 5
puL de DNA, com volume final de 25 uL. Areacao de amplificacao foi feita
em um instrumento de PCR em Tempo real (modelo 7300, Applied
Biosystems, CA, EUA) nos seguintes ciclos de temperatura: 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos a 95°C por 15
segundos e 60°C por 90 segundos. Apds os ciclos de amplificagao, foi
feita curva de dissociacao (melting curve) com aumento de temperatura
de 60°C até 95°C.

Como controle positivo dos ensaios de PCR, foi utilizada uma
amostra de DNA fornecida pela Fundacdo Pré-Sangue (Séo Paulo),
confirmada como positiva para B19V por aquela Instituicdo, ou, entao,
outra fornecida pelo Hospital Infantil Jodo Paulo Il (Belo Horizonte). Esta
ultima era uma amostra de sangue de um paciente com histéria clinica
compativel com a infecgdo por B19V e que teve a infecgdo confirmada
por testes sorolégicos e moleculares realizados no Laboratério de

Pesquisa da Fundacao Hemominas.

As amostras foram consideradas positivas se apresentavam Cr+
(threshold cycle) < 40.
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4.9.2. PCR em tempo real pelo sistema TagMan

Uma segunda reagao de PCR em tempo real baseada em sondas
de hidrolise foi padronizada para confirmar a positividade de DNA viral
detectado no sistema SYBR Green e para identificacdo dos trés

genotipos virais de B19V.

A reagao de PCR foi feita utilizando 12,5 yL de TagMan PCR
Master Mix (Applied Biosytems, CA, EUA), 250 nM de cada um dos
iniciadores PA-1 e PA-2, 150 nM de cada sonda (Liefeldt et al, 2005) e 5
ML de DNA. As sondas P1, P2 e P3 eram do tipo MGB, marcadas
respectivamente com os fluoréforos FAM, VIC e NED, e com sequéncia

especifica para diferenciar os gendtipos 1, 2 e 3 (Tabela 2).

Tabela 2 - Sondas TagMan utilizadas na reacdo de PCR em tempo real.

Sonda Especificidade Sequéncia Fluoréforo
(5'>3")

P1 gendtipo 1 ACCTCCAAACCACCCCAATTGTCACA FAM

P2 gendtipo 2 ACCTCCAAACCGTCCCCATTGTCGCA VIC

P3 gendtipo 3 ATCTCCAAACCACCCCCATTGTCCCA NED

Os nucleotideos marcados em negrito e sublinhados indicam as diferengas nas sondas
P2 e P3 observadas nos genotipos 2 e 3 do eritrovirus B19, quando comparadas a

sonda P1, especifica para o genétipo 1.

A reacao de amplificagao foi feita em um instrumento de PCR em
tempo real, modelo 7300 (Applied Biosystems, CA, EUA), nos seguintes
ciclos de temperatura: 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos,
seguindo-se 45 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 90 segundos.
Os controles positivos foram como na PCR SYBR Green. As amostras
foram consideradas positivas se apresentavam um C+ (threshold cycle) <
40.

48



4.9.3. Validagao dos testes de PCR em tempo real

Para desenvolver um protocolo de diagndstico molecular da
infeccdo pelo eritrovirus B19, baseado na técnica de PCR em tempo
real, foram realizados experimentos de padronizacao e validagao para
os sistemas SYBR Green e TagMan®, utilizados como teste de triagem e

de definicdo da infeccao, respectivamente.

Foram utilizados como controles positivos nesta etapa um painel
de referéncia internacional dos genétipos 1, 2 e 3 de eritrovirus B19 para
testes de deteccdo do acido nucleico, obtidos junto ao NIBSC (National
Institute of Biological Standards and Controls), que é 6rgao da Agéncia
de Protegao da Saude (HPA) do Reino Unido.

Segundo Baylis & Buchheit (2009), em estudo realizado pelo
NIBSC que avaliou a eficiéncia na detecgao de B19 utilizando técnicas
baseadas na amplificacdo do DNA viral, uma eficiéncia satisfatéria nos
ensaios de PCR em tempo real para identificagdo dos genotipos virais
pode ser determinada em funcdo do C+ (threshold cycle). Durante a
etapa de padronizacdo das PCRs, foi testada uma série de diluicbes do
padrdao NIBSC de B19V com o objetivo de estabelecer um limite para
deteccdo do DNA viral e estimar a eficiéncia dos testes. O critério de
aceitabilidade definido para detecgéo eficiente dos trés gendtipos virais
foi uma variagdo menor que 3,3 (equivalente a 1 logs) entre os Crs

correspondentes a amplificagdo de cada um dos genotipos.

4.9.3.1 Capacidade de detecgcao dos genotipos 1, 2 e 3 das PCR em

tempo real utilizando SYBR Green e sondas TagMan

A realizagdo de um teste molecular de triagem para identificagao
de amostras positivas utilizando PCR em tempo real com uso do
fluoréforo SYBR Green foi adotada considerando-se menor custo da

reacao e a sensibilidade do método.
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Os iniciadores PA1 e PA2 utilizados, descritos por Liefeldt e
colaboradores (2005), foram avaliados quanto a concentragéo 6tima em
funcdo da capacidade de amplificacdo especifica do DNA alvo e menor
formagdo de dimeros de iniciadores. Assim, a partir da analise de
reacdes em que a concentracdo dos iniciadores variou de 50 nM a 300
nM, foi estabelecida a concentracdo de 100 nM para o protocolo do

teste.

Foi verificado que amplificagcbes com C; >40 apresentavam perfil
de amplificagdo duvidoso e que nao tinham a positividade confirmada no
teste mais especifico, utilizando sondas TagMan®. Este valor de C: foi,
portanto, definido como ponto de corte para o primeiro teste. Assim,
amostras que tiveram C; < 40 foram testadas também na PCR em

tempo real pelo sistema TagMan®.

Na PCR usando sondas hidroliticas (TagMan), apds testes com
diferentes concentragdes de iniciadores e sondas, definiu-se pela
concentragéo de 250 nM de cada um dos iniciadores e 150 nM de cada

uma das sondas.

Foi utilizado na validacido dos testes moleculares o primeiro painel
de referéncia para gendétipos de B19V da OMS, obtidos junto ao NIBSC,

contendo DNA dos gendtipos virais.

Na PCR SYBR Green houve detecgao dos trés gendtipos virais,
com diferenga de amplificagdo menor que um log entre os trés tipos
(Figura 9A).
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Figura 9 — Amplificacdo dos gendtipos de B19V do painel de referéncia
da OMS por PCR em tempo real usando SYBR Green . (A) Os genétipos
1, 2 e 3 foram amplificados, com uma diferengca maxima de Ct entre os
trés membros de 1,56 ciclos. Agua (4) foi usada como controle negativo.
(B) A curva de dissociacdo da PCR mostra que o sinal de amplificagao

do controle negativo (4) foi devido a formagao de dimeros de iniciadores.

A especificidade da amplificacdo foi mostrada pela curva de
dissociagao, que evidenciou que o sinal de amplificacdo do controle
negativo (4) foi devido a formagao de dimeros de iniciadores (Figura 9B).
Como os picos de produtos especificos e dimeros de iniciadores foram
bem distintos, a formacao eventual desses dimeros nos testes das

amostras nao atrapalhou a interpretagao dos resultados.
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Na PCR TagMan houve detecgédo dos trés gendtipos virais, com uma
diferenca de amplificagdo menor que um log entre os trés tipos (Figura
10).
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Figura 10 — Amplificagao dos gendtipos de B19V do painel de referéncia
da OMS por PCR em tempo real usando sondas para detecgdo dos
genotipos 1, 2 e 3. Todos os trés gendtipos foram amplificados, com uma

diferengca maxima de Ct entre os trés membros de 3,07 ciclos.

4.9.4 Avaliacao do limite de detec¢gdao minima da PCR em tempo real
para B19V utilizando SYBR Green

Para determinar o limite de deteccdo do DNA de B19V na PCR
usando SYBR Green, foi testado também o segundo padrao
internacional de DNA de B19V da OMS para ensaios baseados na

deteccdo do acido nucleico (NAT), fornecidos também pelo NIBSC.

Esse padrdo € composto por material liofilizado de DNA dos trés
genotipos de B19V diluido em plasma humano, quantificado em 5 x 10°
unidades internacionais (Ul) por frasco, podendo haver variagcdo de
0,64%.
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O material liofilizado foi dissolvido em 500 uL de agua, ficando
portanto com concentragdo de 1 x 10° Ul/uL. A partir de uma aliquota de
200 pL, foi realizada a extragdo do DNA viral utilizando Q/Aamp DSP
virus spin kit (Qiagen, Alemanha). Ao final dos procedimentos de
extragao, o DNA recuperado foi eluido em um volume de 100 pL, ficando

em concentragao final de 2 x 10° Ul/uL. Partindo-se dessa concentragao,
foram realizadas diluigdes seriadas (1:10) do DNA viral, correspondendo
as concentragdes de 1 x 10 Ul, 1 x 10° Ul, 1 x 102 Ul, 10 Ul e 1 Ul (em

triplicata).

A PCR SYBR Green (Figura 11) apresentou um unico produto de
amplificagdo em todas as diluigdes utilizadas, sem formagéo de dimeros
de iniciadores, cuja eficiéncia foi de 103%, como calculada pelo valor do

slope (-3,26), onde:
Eficiéncia = 10¢"slore) - 1

A PCR com sondas apresentou amplificagdo do gendtipo 1 em
todas as dilui¢des usadas, também com uma eficiéncia de 103% (Figura
12).

Assim, considerando o protocolo experimental utilizado no teste
das amostras, o fator de correcdo para Ul/mL sera de 60x (5x para a
correcao do volume de 200 pL de plasma ou soro utilizado para a
purificacdo do DNA e 12x para a correcdo do volume de 5 uyL de DNA
utilizado na PCR dos 60 yL de DNA eluido no final da purificagao).
Portanto, pode-se considerar que o limite de detecgdo minima é de 60

Ul/mL nos protocolos estabelecidos.
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Figura 11 — PCR em tempo real de diluicbes seriadas de DNA de B19V

(padréao NIBSC).

(A) Curva de amplificacdo das diluicdes nas

concentragdes de 1 x 10* Ul (C=24,26), 1 x 10° Ul (C=26,61), 1 x 102 Ul
(C=31,11), 10 Ul (C=34,11) e 1 Ul (C=37,28), corridas em triplicata. (B)

Curva de dissociagdo, mostrando um unico pico. (C) Curva padréo, com
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um r> de 0,99 e um slope de -3,26, e eficiéncia de amplificagdo de
103%.
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Figura 12 — PCR em tempo real TagMan de diluigbes seriadas de DNA
de B19V (padrdo NIBSC). (A) Curva de amplificacdo das diluicbes nas
concentragdes de 1 x 10* Ul (C=26,16), 1 x 10° Ul (C=29,83), 1 x 102 Ul
(C=33,54), 10 Ul (C=36,13) e 1 Ul (C=38,85), corridas em triplicata. (B)
Curva padrao, com um r?> de 0,99 e um slope de —3,25, e eficiéncia de
amplificacdo de 103%.
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4.10. Aspectos éticos

Em consonancia com a resolugao 196/96 do Conselho Nacional
de Saude, foi apresentado ao responsavel legal da crianga selecionada
para o estudo, e no caso de participantes maiores de sete anos, também
para a proépria crianga, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) conforme consta no anexo 9.1. As informagdes contidas no
TCLE foram explicadas verbalmente pelos pesquisadores aos
participantes enquanto aguardavam atendimento médico para as
consultas de rotina do acompanhamento clinico. Quando foi autorizada a
participacdo da crianga na pesquisa, o responsavel legal e, quando
necessario, a prépria crianga, assinaram o TCLE, ficando em seu poder

uma copia e outra copia com a equipe de pesquisa para arquivamento.

A consulta aos prontuarios foi realizada de modo a garantir o sigilo

das informagdes pessoais e clinicas de cada sujeito de pesquisa.

Este estudo foi aprovado pela Camara do Departamento de
Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG, pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP-UFMG) processo numero 0287.0.203.000-
10, e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hemominas
(Protocolo 257 - CEP — Hemominas).

4.11. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo software SPSS, versao 17.0.
Testes de qui-quadrado foram utilizados para testar a associagdo da
positividade ou negatividade de infeccao pelo virus B19 com variaveis

categoricas, como genotipo da doenga falciforme e género.

Valores de variaveis continuas e ndo parameétricas, como idade e
numero de transfusdes recebidas, foram comparadas pelo teste de
Mann-Whitney. A taxa de incidéncia da infecgdo foi calculada pelo

numero de casos novos detectados nas 51 criangas nas quais houve
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coleta de duas amostras sucessivas com intervalo médio de cerca de um
ano entre elas, em relagédo a soma de pacientes-ano sob exposi¢ao. A
probabilidade acumulada de aquisicdo da infeccdo com o passar do
tempo foi estimada pelo método de Kaplan-Meier [funcao (1- sobrevida)].
Foi considerado para essa estimativa que a soroconversido tenha
ocorrido na data de realizagcao do teste positivo, mesmo nos casos com
IgG positiva, isoladamente. As criangas com testes imunolégicos e
moleculares negativos na primeira amostra foram “censuradas” na data

da primeira coleta.

Para avaliar se eventos clinicos caracteristicos da doenca
falciforme associaram-se com a infeccédo pelo B19V e com episddios de
internagao hospitalar, foram analisados, retrospectiva e
prospectivamente, prontuarios de 201 pacientes. Foram comparados,
nessa analise, os que apresentaram resultados negativos (sem a
infeccédo pelo B19V) com os pacientes com resultados laboratoriais
compativeis com perfil de infecgao atual/recente (detec¢ao de anticorpos
da classe IgM sem positividade para IgG ou positividade apenas para o
DNA viral). Para ambos os grupos o tempo de registro dos eventos foi o
mesmo: seis e trés meses antes e depois, respectivamente, da data da
coleta inicial de sangue para os exames sorologicos e virais de cada

crianca. A eventual associagao foi testada com o teste exato de Fisher.

Os testes foram considerados estatisticamente significativos se a

probabilidade de erro alfa foi igual ou inferior a 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacao de estudo

A populacdo estudada foi composta por 239 criancas, sendo 122
(51%) do sexo feminino e 117 (49%) do masculino. A maioria (93,7%)
apresentava genotipo SS; apenas 15 pacientes (6,3%) tinham gendtipo
SB%tal. Em relagdo ao local de residéncia, 137 (57,3%) residiam na
regido metropolitana de Belo Horizonte e 102 (42,7%) em outras

localidades do Estado de Minas Gerais.

A mediana da idade foi de 5,8 anos, variando de 1 a 12,2 anos.
Foram excluidas do estudo quatro criangas com idade inferior a 9 meses
no momento da coleta da amostra, evitando-se resultado falso positivo
pela deteccdo de anticorpos maternos. A distribuicdo etaria em quatro

quartis € mostrada na Figura 13.
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Figura 13 - Distribuicdo etaria das criangas com anemia falciforme,
divididas em quatro quartis: 1°, de 1 a 3,3 anos; 2°, de 3,4 a 5,9 anos;
3°, de 6,0 a 8,9 anos; e 4°, de 9,0 a 12,2 anos.
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5.2 Analises das amostras clinicas

Um total de 290 amostras de soro ou plasma foram testadas nos
ensaios ELISA para detecgcado de anticorpos das classes IgM e IgG e
PCR em tempo real, sendo 239 referentes a coletas realizadas no
momento da entrada dos pacientes no estudo (grupo 1). Dos 176
individuos que apresentaram resultados laboratoriais negativos na
entrada do estudo foi possivel realizar nova coleta em 51 pacientes
(grupo 2) para calculo da incidéncia da infec¢ao pelo B19V, assim como
para avaliar prospectivamente a ocorréncia de eventos clinicos
associados. O intervalo médio entre a primeira e segunda coleta foi de
um ano, variando de cinco meses a 1,7 anos. Os resultados de
diagndstico da infecgao pelo B19V para os individuos do grupo 1 e 2 sdo
mostrados na Tabela 4. A positividade para o DNA de B19V se refere a
sua deteccado no ensaio de PCR em tempo real pelo sistema TagMan.
Todas as amostras DNA positivas pertenciam ao genétipo 1, exceto uma,

na qual foram identificados os gendtipos 1 e 3, concomitantemente.

Tabela 3 - Resultados sorolégicos e moleculares para B19V em
amostras de criangcas com doenca falciforme acompanhadas pelo

Hemocentro de Belo Horizonte, Fundagdo Hemominas

Coletas Positivos MNegativos Total
DNA IgM DNA+IgM DNA+IgG DNA+IgM+IgG IgG

1coleta 6 2 1 16 1 a7 176 239

22 coleta 5 1 0 3 1 4 aT 51

A reatividade no ELISA para detecgdo de IgG anti-B19V mostrou
grande variagdo nas amostras que eram positivas apenas para esse
anticorpo. As amostras IgG positivas que apresentaram positividade

concomitante para IgM e/lou para DNA viral apresentaram alta

59



reatividade para esse anticorpo, sugerindo tratar-se de infecgéo recente
(Figura 14).
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Figura 14 — Reatividade no ELISA para deteccédo de IgG anti-B19V em
amostras de criangas com doenga falciforme. Niveis mais elevados de
IgG foram observados nas amostras com positividade concomitante para
IgM anti-B19V e/ou DNA viral. Os resultados plotados com densidade
optica igual a 3,0 referem-se a reatividade detectada como “over” (acima
do limite) pelo leitor de ELISA.

Na populagdo analisada, a prevaléncia da infeccdo pelo virus
B19, quando na entrada do estudo, foi de 26,4% (63 casos em 239; IC
95% 20,8% a 32,0%). Se consideradas as 14 criangas que se tornaram
positivas no decorrer do estudo, a frequéncia de positividade foi de
32,2% das criangas (77 casos em 239; IC 95% 26,3% a 38,1%).
Considerando-se o acompanhamento de 51 criangas (grupo 2), foi
verificada a ocorréncia de 14 (14/51) casos novos de infeccdo pelo
B19V, o que permite estimar a incidéncia em 29,1 casos/100 pacientes-
ano (IC 95% 16,3 a 41,9 casos/100 pacientes-ano).
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5.3 Analise das caracteristicas clinicas da populagao

Foram avaliados para todos os pacientes do estudo,
independente dos resultados encontrados quanto a parvovirose, dados
referentes aos parametros hematolégicos de Hb basal, Hb fetal basal,
numero basal de leucécitos, numero basal de plaquetas e numero basal
de reticuldcitos, além do numero de transfusdes recebidas até quando

da entrada no estudo, conforme mostrado na Tabela 5.

Tabela 4 — Caracteristicas hematolégicas e numero de transfusdes
recebidas em 239 criangas com doencga falciforme acompanhadas pelo

Hemocentro de Belo Horizonte, Fundagcdo Hemominas.

Dados média mediana | Desvio min max
hematolégicos Padrao

Hb basal (g/dL) 8,0 8,0 1,04 5,7 11,8
Hb F basal (g/dL) 19,6 19,0 9,99 1,4 65,0
LEU basal (10°/L) 16,2 15,8 4.6 5,3 32,0
PLAQ basal (10°/L) 3941 382,0 120,1 135,3 780,3
RET basal (%) 14,2 14,3 5.1 0,7 25,6
N° transfusoes 5,69 2,0 13,4 0 117

Quando essas variaveis foram analisadas em relacdo a infeccao
pelo B19V, ndo foi verificada associagédo estatisticamente significativa
com nenhum dos parametros hematoldgicos. O contrario, no entanto,
ocorreu na analise do numero de transfusées recebidas, que mostrou
associacao estatisticamente significativa entre o nimero de transfusées

e criangas com infecgao pelo B19V (Tabela 6).

Para os 34 pacientes com resultado sorolégico e/ou molecular
compativel com perfil de infecgdo atual ou recente foi também avaliado o
intervalo entre o registro da ultima transfusdo sanguinea e a data em

que foi coletada amostra para o estudo. Foi observado que desse total,

61



sete haviam recebido hemocomponentes entre 1 e 3 meses antes da
coleta da amostra. Dos sete pacientes que receberam transfusao, trés
apresentaram crise aplastica transitoria, evento clinico caracteristico

dessa infecgao viral.
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Tabela 5 — Numero de transfusdes recebidas por criangas com doenca

falciforme e status de infecgéo pelo B19V.

N° de transfusées Infeccao pelo B19V P*
Sim (%) Nao (%) Total (%)

0 10 (15,6) 54 (84,4%) 64

10u?2 14 (20,3) 55(79,7%) 69

3a5 13 (29,5) 31 (70,5%) 44 0,0004

>6 26 (41,9) 36 (58,1%) 62

Total 63 (26,4) 176 (73,6%) 239

¢ Qui-quadrado de tendéncia ou de associagao linear igual a

12,56 (1 grau de liberdade), corrigido por idade.

Outras caracteristicas da populacdo de estudo foram analisadas,
conforme mostrado na Tabela 6. Diferencas quanto ao gendtipo da
doenga falciforme, género, ser portador ou ndo de alfa talassemia (dado
disponivel para 191 individuos), estar ou ndo em tratamento com
hidroxiureia (dado disponivel para os 239 individuos) e ser ou nao
esplenectomizado ndo foram fatores associados com a infeccdo pelo
B19V. Por outro lado, a idade mais elevada associou-se
significativamente com o histérico de infecgdo pelo B19V (Tabela 7 e
Figura 15). A prevaléncia acumulada da infecgdo viral aos 5 anos foi de

9,3%, aos 7,5 anos, de 24,8% e aos 10 anos ela foi de 46%.
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Tabela 6 - Caracteristicas das criangcas com doenca falciforme de acordo

com o status de infecgao pelo eritrovirus B19.

Genoétipo DF
SS
SRO°-tal

Género
Masculino
Feminino

Idade (anos)

1-3,3
34-59
6,0-8,9
9,0-12,2

Alfa talassemia
Sim*
Nao

Tratamento
hidroxiureia
Sim
Nao

Esplenectomizado

Sim
Nao

Infectados Nao infectados o]
NS
60 (26,8%) 164 (73,2%)
3 (20%) 12 (80%)
NS
30 (25,6%) 87 (74,4%)
33 (27%) 89 (73%)
<0,00
1
7 (11,9%) 52 (88,1%)
9 (15,3%) 50 (84,7%)
23 (39,7%) 35 (60,3%)
23 (39%) 36 (61%)
NS
18 (34%) 35 (66%)
39 (28,3%) 99 (71,7%)
NS
13 (38,2%) 21 (61,8%)
50 (24,4%) 155 (75.6%)
NS

11 (28,2%)

52 (26%)

28 (71,8%)
148 (74%)

* Dos portadores de alfa talassemia co-herdada com a mutagéo f°, 50

(20,9%) apresentam uma delecao e trés (1,3%) apresentam duas

dele¢des do gene alfa globina;

NS: n&o significativo.
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Figura 15 — Curva de sobrevida estimada pelo método de Kaplan-Meier
[fungéo (1-sobrevida)], demonstrando que quanto mais elevada a idade,
mais elevada a probabilidade de infecgdo passada ou recente pelo
B19V.

5.4 Analise dos eventos clinicos

De todos os eventos clinicos pesquisados, o de maior frequéncia
entre os pacientes infectados pelo B19V foi crise aplastica transitéria,
ocorrendo apenas nesse grupo, com frequéncia de 32%, seguido por
sindrome toracica aguda (24%) e sequestro esplénico agudo (16%).
Entre os nao infectados, o evento mais frequente foi sindrome toracica
aguda (63,8%) (Tabela 8). No presente estudo, nenhuma crianga
apresentou purpura trombocitopénica imune ou quadro exantematico
caracteristico de eritema infeccioso. Quando comparados os eventos
clinicos observados com a ocorréncia da infecgdo pelo B19V, nao foi
encontrada associagdo significativa, exceto para crise aplastica

transitoria (p<0.001). Dados sobre o periodo de internacdo por essa
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causa estava disponivel apenas para seis pacientes, entre os quais a

duracao da internacéao foi, em média, de quatro dias.

Tabela 7 - Associagcao da frequéncia de eventos clinicos e

internacao hospitalar e a infecgao pelo virus B19.

Evento clinico Infectad Nao P* OR

os infectados
CAT <0,00

1 11,35%

Sim 8 (100%) O
Nao 17 (8,8%) 176 (91,2%)
SEA NS
Sim 4 (28,6%) 10 (71,4%) 3,16
Nao 21 166 (88,8%)

(11,2%)
STA NS
Sim 6 (20,7%) 23 (79,3%) 2,10
Nao 19 (11%) 153 (89%)
AVC NS
Sim 0 4 (100%) 0,75
Nao 25 172 (87,3%)

(12,7%)
Internacao <0,00
hospitalar 1 8,42
Sim 18 29 (61,7%)

(38,3%)
Nao 7 (4,5%) 147 (95,5%)

* Teste exato de Fisher; NS: nao significativo. A Risco Relativo
CAT: crise aplastica transitdria; STA: sindrome toracica aguda; SEA:
sequestro esplénico agudo; AVC: acidente vascular cerebral.

Quando analisada a ocorréncia de internagdo hospitalar em
relacdo ao status de infeccdo pelo eritrovirus B19, foi observada
diferencga estatisticamente significativa (p<0.001) no grupo dos positivos,
0 que sugere que o virus pode ter contribuido para o agravamento do
estado geral de saude da crianga, levando a hospitalizacdo. Dos 47
pacientes que necessitaram de hospitalizagdo durante o periodo
avaliado no estudo, 18 apresentavam infeccdo aguda e 29 eram nao-
infectados. Conforme mostrado na figura 16, a causa mais frequente de

internacéo foi CAT, seguida por STA e SEA, entre os infectados. Foi
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ainda registrada nesse grupo internagao por infecgdo nao definida. Entre
0s negativos, foi registrado maior numero de internagdes por STA e SEA.
Houve também um caso de internagao por motivo de AVC e outro por
causa desconhecida. A duracdo da internagdo foi semelhante para o
grupo de infectados e de nao infectados pelo virus, com média de 10,5 e
10,9 dias, respectivamente.

n

Causas de internagao

25

20

15

10

CAT STA SEA AVC infeccdo

minfectados M Naoinfectados

Figura 16 — Frequéncia de eventos agudos que levaram a hospitalizagéo

nos grupos de criangas infectadas e néo-infectadas pelo virus B19.
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5.5 Relato de evidéncia de transmissao intrafamiliar do B19V com

agravo clinico

Durante o periodo desse estudo foi possivel acompanhar um caso
de transmisséo intrafamiliar do eritrovirus B19. O caso indice foi de uma
crianga que ao entrar para o estudo apresentou resultados laboratoriais
negativos para a infecgdo pelo B19V, mas que quatro meses depois foi
internada por cinco dias no Hospital Infantil Jodo Paulo Il, em Belo
Horizonte, com diagnoéstico de CAT. A admissdo hospitalar estava
anictérico, com queixa de dor lombar ha dois dias, cefaleia e febre de até
38,5°C nas ultimas 24 horas e vomitos no dia da internagédo, além de
evacuagao semi-liquida. Nao tinha sintomas respiratérios. A dor lombar
cedeu no mesmo dia e a cefaleia tornou-se intermitente, sem novos
vomitos ou diarreia. Estava com frequéncia cardiaca de 90 bpm
(batimentos por minuto) e figado a 3 cm do reborda costal direita. Bago
nao palpavel. Foi iniciada ampicilina, suspensa no dia seguinte, quando
a febre ja tinha cedido e também pela auséncia de sintomas de infecgao
bacteriana; radiografia de térax e de seios da face normais. Entre os
achados hematologicos foram verificados valores de hemoglobina de 5,8
g/dL e reticulocitos de 0,3%. Foi necessaria administracdo de duas
unidades de concentrado de hemacias para reverter o quadro de anemia
grave. No momento da internagcéo, nao foi possivel coletar amostra de
sangue desse paciente, e 0 mesmo so retornou ao Hemocentro de Belo
Horizonte para acompanhamento ambulatorial cinco meses apds a alta
hospitalar. Nessa ocasiao, foi possivel realizar a coleta de amostra de
sangue do paciente para realizacdo de testes laboratoriais para
deteccdo do B19V, que revelou a presenga de anticorpos IgG anti-B19V.
Em um intervalo de 12 dias da internagao do caso indice, foi notificada a
hospitalizagdo de seu irmdo, também de gendtipo SS, porém néo
participante do estudo. A histdria clinica era de cefaleia e coriza uma
semana antes, sem febre. Melhorou espontaneamente e, trés dias
depois, a cefaleia voltou, acompanhada de um episddio de vomito e pico
febril de 38,7°C. Procurou atendimento médico em uma unidade basica

de saude, onde recebeu anti-inflamatério e apresentou melhora. Na
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véspera da internacio, estava novamente com cefaleia e vomitos, além
de dor na coluna cervical. A mae notou aumento de sua palidez habitual.
Chegou ao hospital levemente desidratado, palido (+++/4+), ictérico (+
+/4+), com frequéncia cardiaca de 110 bpm, frequéncia respiratoria de
26, pressao arterial de 110/70 mm/Hg, figado a 7 cm da reborda costal
direita e baco nao palpavel. Manteve cefaleia e vomitos no primeiro dia
de internacdo e os exames hematologicos mostraram valores de
hemoglobina de 3,4 g/dL e reticulécitos de 0,1%. Durante os trés dias
em que esteve internado, recebeu duas unidades de concentrado de
hemacias. Para este paciente foi possivel realizar coleta de amostra de
sangue para realizagcdo de testes laboratoriais para diagndstico da
infeccao pelo B19V, enquanto o mesmo ainda estava hospitalizado. A
infeccdo foi confirmada pela detec¢ao de anticorpos IgM anti-B19V e do
DNA viral.
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6. DISCUSSAO

O eritrovirus B19 causa significativa morbidade em criangas com
anemia falciforme. Apesar dos estudos que vem sendo conduzidos sobre
0 assunto, ainda ha escassez de dados sobre a epidemiologia dessa

infecgao, assim como das complicagdes a ela associadas.

No presente estudo foi realizado levantamento de dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais em 239 criangas com anemia falciforme
com o objetivo principal de estimar a prevaléncia e a incidéncia da
infecgdo pelo B19V em pacientes com anemia falciforme atendidos no
Hemocentro de Belo Horizonte. Encontrou-se prevaléncia da infecgao
pelo eritrovirus B19 de 26,4%, em populagcdo com idade média de seis
anos. Taxas similares foram relatadas em estudo jamaicano (Serjeant et
al.,1993), ao avaliar uma coorte de criangas com anemia falciforme
(37%), e em outros dois estudos realizados nos Estados Unidos,
também com criangas com doencga falciforme. No primeiro (Rao et al
1992), foi acompanhada pequena coorte em Nova lorque e a prevaléncia
foi de 34,5%. No segundo (Smith-Whitley et al., 2004), foi feito o
acompanhamento de 633 pacientes pediatricos do Children’s Hospital of
Philadelphia, tendo sido encontrada uma prevaléncia de 29,8% da
infeccdo viral. Outro estudo realizado na Tunisia, em pacientes com
doencga falciforme e outras hemoglobipatias, mostrou prevaléncia mais
elevada, de 56,5%. No Brasil, estudo conduzido por Slavov e
colaboradores (2012) encontrou soroprevaléncia de 55,3% entre 47
pacientes com doenca falciforme e talassemia beta. As diferengas
observadas entre os estudos nas taxas de prevaléncia podem estar
relacionadas principalmente com a idade média dos participantes de
cada estudo, que variou de 7,3 a 19,2 anos. Além da idade dos
participantes, os métodos de diagndstico empregados e as diferencas
geograficas e sécio-econondmicas também podem contribuir para essa

variagao.
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No Brasil, a soroprevaléncia de B19V em diferentes populagdes ja
foi relatada em diversos estudos. Em 1990, estudo realizado por Freitas
e colegas mostrou prevaléncia de 72% no estado do Para em pacientes
com sintomas clinicos sugestivos da infeccédo pelo B19V, como doencgas
exantematicas, desordens hematolégicas e artropatias agudas. No
mesmo ano, Nascimento e colaboradores encontraram prevaléncia de
90% em individuos acima de 50 anos residentes na cidade do Rio de
Janeiro, acompanhados pelo programa de vigilancia em influenza,
conduzido pela Fiocruz no periodo de 1985 a1986. Estudos realizados
na cidade de Sao Paulo em 2008, em populagdo de individuos
saudaveis, e em 2010, em individuos com citopenias desconhecidas e
doengas onco-hematolégicas, registraram prevaléncia de 72% e 71%,
respectivamente (Huatuco et al., 2008, Garcia et al., 2010). Esses dados
demonstram variagdo na prevaléncia nas diversas regides do Brasil e
confirmam a importancia da realizacdo de estudos regionais para
obtencao de dados em populagdes especificas. No presente trabalho, a
taxa de prevaléncia do B19V acumulada aos cinco, 7,5 e 10 anos de
idade foi de 9,3%, 24,8% e 46%, respectivamente. Nota-se que a
ocorréncia da infeccédo até os cinco anos de idade é relativamente baixa
e aumenta significativamente a partir dessa idade, coincidindo com o
ingresso escolar formal, momento em que ha favorecimento ao contato

entre individuos susceptiveis e os infectados.

O acompanhamento de criangas previamente negativas que
apresentaram conversao nos testes laboratoriais durante o periodo do
estudo permitiu estimar a incidéncia da infecgdo em 29 casos novos por
100 pacientes-ano. Esse achado difere da incidéncia estimada por
Smith-Whitley e colaboradores (2004), que registraram a ocorréncia de
11,3 casos novos por 100 pacientes-anos. Essa diferenca pode ser
explicada pelo numero relativamente baixo de pacientes acompanhados
prospectivamente em nosso estudo, apenas 51. Por outro lado, por
tratar-se de agente viral transmitido por secrecdes respiratorias ao
contato pessoal, € possivel que taxas mais elevadas estejam

relacionadas ao nivel sdécio-econdmico mais baixo da populagao
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brasileira, quando comparada a populacdo americana. Um fator que
seguramente esta relacionado a incidéncia mais elevada no presente
estudo, em relagdo ao americano, foi o0 método de deteccao da infecgao
viral, apenas por sorologia naquele estudo e, neste, por sorologia e PCR

em tempo real.

A utilizagcdo de métodos de alta sensibilidade e especificidade
para determinar a soroprevaléncia e a presenca de DNA do eritrovirus
B19 em plasma permitiu, na maioria das vezes, inferir sobre o estagio da
viremia, de acordo com a histéria natural da infecgao, especialmente
quando relacionado a ocorréncia de eventos clinicos associados a esse
agente infeccioso, como a crise aplastica transitéria. Dos 11 pacientes
em cujas amostras foi detectado apenas o DNA viral, dois tinham histéria
recente de CAT. A detecgdo do DNA viral isoladamente foi considerada,
para fins do estudo, indicativa de periodo virémico inicial e, portanto, foi
interpretada como quadro de infeccdo atual ou recente. Apesar de a
deteccao do DNA viral isoladamente ser controversa para caracterizacao
de infeccdo aguda, sabe-se que em pessoas saudaveis a persisténcia
viral € mais frequente em tecidos como pele, miocardio e liquido sinovial,
e menos frequente em medula 6ssea e sangue (Cassinotti et al., 1998;
Heegaard et al., 2002, Corcioli et al, 2008). Assim, a detec¢cao de DNA
de B19V circulando no sangue periférico seria indicativa de infecgao
ativa. Varios estudos tém descrito a presenca de baixos niveis de DNA
viral por mais de seis meses apds a infecgdo aguda. Essa situagéo, no
entanto, é geralmente associada com algum grau de imunodeficiéncia do
paciente infectado (Moudgil et al.,1997; Fattet et al., 2004; Blaeser et al.,
2005). Essa situagao poderia ser considerada para individuos em cujas
amostras se detecte apenas o DNA viral e que, apesar de historia clinica
compativel com a infecgao pelo virus B19, ndo foram capazes de
produzir anticorpos especificos anti-B19V de classe IgM ou IgG,
caracterizando resposta imune inadequada. Para esses individuos, o
diagndstico molecular se apresenta como importante ferramenta para o

esclarecimento da infeccao pela deteccdo do DNA viral.
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A analise do grau de reatividade no ELISA para deteccdo de I1gG
anti-B19V no presente estudo mostrou que niveis mais altos de IgG
foram observados nas amostras também positivas para IgM ou DNA
viral, sugerindo tratar-se de infec¢cao recente. Por outro lado, como os
niveis de IgG foram variaveis para aquelas amostras em que foi
identificada apenas a presenca desse anticorpo, ndo € possivel afirmar
gue naqueles que apresentaram niveis elevados de IgG estava em curso
uma infeccao primaria e recente, pois a possibilidade de re-exposi¢cao ao
virus, levando ao aumento dos niveis de IgG ja expressos anteriormente,

deve ser considerada.

Devido a essas diferencas de respostas e do periodo de viremia,
fica claro que o diagndstico de infecgdo pelo eritrovirus B19 deve,
portanto, incluir testes sorolégicos e moleculares que, combinados,
podem melhorar significativamente a sensibilidade na caracterizagdo da

infeccdo, especialmente em individuos com atributos clinicos especiais.

Uma vantagem dos testes moleculares sobre os testes
soroldgicos atualmente disponiveis € que eles podem identificar os
genotipos do B19V. Isso seria importante na avaliacdo epidemioldgica e
clinica da infec¢ao pelo eritrovirus B19, uma vez que diversos estudos
sugerem a associagdo de diferentes gendtipos a quadros clinicos
especificos, assim como demonstram a circulacdo dos tipos virais em
diferentes regides geograficas. Em estudo realizado no estado do Par3,
Freitas (2008) verificou maior frequéncia de eritema infeccioso em
criangas infectadas pelo gendtipo 3 , quando comparadas aquelas
infectadas com o gendtipo 1. Observou ainda, baixa frequéncia do
gendtipo 3 em adultos com doengas hematoldogicas. Nesse mesmo
estudo também foi demonstrado que o gendtipo 1 era o mais frequente
em mulheres, assim como ja descrito por Freitas e colaboradores em
2002, a partir de dados analisados de individuos dessa mesma regido.
Em estudo realizado na cidade de Sao Paulo, Garcia (2009) observou
maior frequéncia de sintomas gastrointestinais (vOmito e diarreia) e gripe
em individuos infectados pelo gendtipo 2, ndo encontrando no entanto,

diferencas entre os gendtipos em relagéo a frequéncia de artralgia. O
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numero de casos de eritema infeccioso foi semelhante entre os
infectados pelos gendtipos 1 e 2, e menos frequente na infecgdo pelo
gendtipo 3. Em outro estudo realizado na cidade de Sao Paulo,
Sanabani e colegas (2006) caracterizaram o genétipo 3 como o0 mais
prevalente entre pacientes com endometriose, transplantes hepaticos,
leucemia de célula T e diabetes, enquanto os gendtipos 1 e 2 foram
também encontrados, porém em menor frequéncia. O fato de ndo haver
consenso na literatura sobre a relagdo entre os gendtipos de B19V e a
ocorréncia de manifestagdes clinicas sugere que a relevancia clinica dos
gendtipos ainda esta por ser estabelecida. Foi evidenciada no presente
estudo a predominancia marcante do gendtipo 1 (96,9%) e apenas um
caso em que foi identificada a infecgao concomitante pelos gendtipos 1 e
3. O genodtipo 1 € o mais comumente descrito, porém amostras do
gendtipo 2 ja foram detectadas na Italia (Nguyen et al., 2002), Finlandia
(Hokynar et al., 2002), Alemanha (Schneider et al., 2004), Franga
(Servant et al.,, 2002) e Brasil (Sanabani et al., 2006, Garcia, 2010).
Gana tem sido descrita como regido endémica para o genotipo 3,
embora este tipo tenha sido descrito em outras partes do mundo
(Candotti et al., 2004, Parsyan et al., 2007). Freitas e colaboradores
(2008), em estudo realizado no estado do Para, encontraram os
genotipos 1 e 3, sendo o primeiro o mais predominante (91%). No
entanto, estudo realizado por Garcia e colaboradores no periodo de
2006 a 2009, identificaram a circulacdo dos gendtipos 1 (55%), 2
(12,5%) e 3 (32,5%) na cidade de Sao Paulo. A alta frequéncia do
gendtipo 1 encontrada nesse estudo pode estar relacionada a introdugéo
primaria deste tipo viral em relagdo aos demais no estado de Minas

Gerais.

Além da variagdo quanto a frequéncia dos gendtipos de B19V
circulando nas diferentes populagdes, a ocorréncia dos casos de
infeccdo também pode mostrar variagdo quanto aos periodos de
incidéncia mais elevada. Diversos estudos tém descrito a ocorréncia de
variagao sazonal na incidéncia do eritema infeccioso pelo B19V em

paises de clima temperado, com picos de ocorréncia nos meses que
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coincidem com o final do inverno e inicio da primavera. Observa-se
carater ciclico da infecgdo, com periodos de 3-5 anos em que se registra
maior atividade viral e consequente epidemia de eritema infeccioso e
CAT (ANDERSON et al., 1984; CHORBA et al., 1986; PILLAY et al.,
1992). No presente estudo, entretanto, n&o foi possivel estabelecer tal
padrao de sazonalidade. Apesar de ter sido observado numero mais
elevado de casos de aplasia transitoria no final do inverno e inicio da
primavera no ano de 2011, a irregularidade da coleta das amostras ao
longo dos meses, somada as condi¢des climaticas da cidade de Belo
Horizonte, onde as estagbes do ano ndo sao bem definidas pela
variagao de temperatura, ndo permitiram estabelecer periodos endémico
e epidémico para a infeccdo pelo eritrovirus B19 nessa regido.
Certamente  seria necessario um periodo prolongado de
acompanhamento para que fosse possivel avaliar se ha um carater

ciclico na ocorréncia da infecgao.

O virus B19 tem sido associado a uma variedade de
manifestacdes clinicas desde que foi primeiramente identificado como
agente causador do eritema infeccioso. Entre individuos com doenca
falciforme estda bem estabelecida a associacdo do virus com a
ocorréncia de crise aplastica transitéria (CAT), enquanto outras
complicagcbes da doenca falciforme ainda necessitam de maiores
estudos para o estabelecimento da relacdo de causalidade com o B19V.
O presente estudo investigou a associagao da infecgdo pelo B19V com
diferentes manifestacdes clinicas da doencga falciforme, uma vez que
uma infeccao viral pode gerar um estado inflamatério com liberagao de
citocinas e quimiocinas que afetam a adesado das células falciformes,
favorecendo uma disfuncdo endotelial e eventos de vaso-oclusao
(Mousa et al., 2010).

Ao analisar os dados referentes as manifestacbes clinicas, ficou
clara a associacgao significativa de CAT com a infeccédo pelo B19V, em
concordancia com dados da literatura (Serjeant et al., 1981; Anderson et
al., 1984; Rao et al., 1992; Serjeant et al., 2001). Foi possivel

determinar que dos 60 pacientes dos grupos 1 e 2 que apresentaram
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infeccdo atual ou recente, 16,6% evoluiram com episddios de CAT. Este
numero foi bastante inferior ao encontrado em estudo de Serjeant e
colaboradores (2001) no qual 67% dos individuos de gendtipo SS,
positivos para o virus B19, desenvolveram episodio de aplasia
transitéria. O percentual de associagao entre a infec¢ao viral e CAT pode
estar subestimado no presente estudo, uma vez que informacbes
referentes a internagao hospitalar frequentemente ndo sao preenchidas
de forma adequada no prontuario de acompanhamento ambulatorial do
paciente. O fato de ndo haver servigco para atendimento de urgéncias
integrado ao ambulatério do Hemocentro de Belo Horizonte para
pacientes residentes nesta cidade contribui para a perda de informagdes
sobre intercorréncias clinicas. Pacientes residentes em cidades do
interior que procuram servicos de urgéncia locais muitas vezes né&o
encontram profissional de saude capacitado para prestar atendimento
adequado ao paciente com anemia falciforme, contribuindo para
diagnosticos equivocados e preenchimento de relatérios de alta com

dados inconsistentes.

Nenhuma outra complicagdo da doenga falciforme analisada
neste estudo mostrou-se associada a infeccdo pelo B19V na populagao
estudada. No entanto, estudos que incluam pacientes com outros
gendtipos da doenca falciforme podem ser Uteis para melhor avaliar a
existéncia dessa associagdo. Pacientes com gendtipo da doenga
falciforme associado a manifestacbes mais brandas da doenga, como a
hemogobinopatia SC, podem desenvolver quadros clinicos graves frente
a infeccdo por B19V, favorecendo o surgimento de complicagbes da
doencga falciforme. Smith-Whitley e colaboradores (2004) observaram
que metade das criangas SC e SB*-talassemia que se infectaram com o
virus B19 desenvolveram CAT. Em individuos com gendétipo SC tem sido
evidenciada associagao entre a infecgcdo pelo eritrovirus B19 e a
ocorréncia de STA (Lowenthal et al.,1996). Nos pacientes SC o valor do
hematocrito € mais elevado (30-40%), aumentando a viscosidade
sanguinea e, desse modo, haveria maior propensao para a oclusao

vascular pulmonar (Bromberg, 1974). Estudos que incluam individuos
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com outros genotipos da doenca falciforme fazem-se necessarios para
elucidar se ha associacdo da infecgdo pelo B19V com outras
complicagdes da doenca falciforme e se tal associagao seria influenciada

pelo gendtipo da doencga.

Embora o eritema infeccioso seja uma manifestacdo clinica
relativamente comum na infancia, ndo foram identificados casos dessa
manifestacdo entre as criancas estudadas. Esse fato pode ser atribuido
a dificuldade em se identificar o rash cutdneo em criangas de pele negra,
situagdo comum entre pacientes com anemia falciforme, dada a origem
do gene S. Por outro lado, é possivel que a resposta imune a infecgéo
pelo B19V seja diferenciada nessa populagéo, ocorrendo a produgéo de
subclasses de anticorpos que nao contribuem para a formacao de
imunocomplexos e, consequentemente, para o0 surgimento de

fendbmenos a eles relacionados, como o rash cutaneo.

Embora manifestagbes clinicas caracteristicas da doenca
falciforme ndo tenham sido associadas com a infecgéo pelo B19V, foi
bastante interessante a observacdo de um numero significativamente
mais elevado de internagdes entre os pacientes infectados pelo B19V,
por diversas complicagdes da anemia falciforme, o que sugere que a
infeccédo pelo B19V pode contribuir para o agravamento do estado geral
do paciente, levando a hospitalizagdo. Assim, havendo agravamento do
quadro de anemia, ocasionado por essa infeccao viral, € esperada maior
frequéncia de complicagcbes da doenca falciforme. No entanto, é
importante enfatizar que proporcdo consideravel de criangas que
apresentaram resultados laboratoriais indicativos de infecgdo atual ou
recente ndo buscou atendimento médico devido a algum tipo de evento
agudo, denotando infeccdo assintomatica. Para essas 13 criancas
(32,5%) nado havia registro de exacerbacdo da anemia ou de
atendimento em servigo de urgéncia. A mesma situagao foi observada
por Smith-Whitley e colegas (2004) que relataram que 34,5% das

criangas com infecgdo aguda nao apresentaram evento agudo.
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A transmissao intrafamiliar da infeccéo pelo B19V é considerada
evento importante na disseminacao viral. O contato muito préximo com
um irmao agudamente infectado pelo virus representa fator de risco para
aquisicao da infeccdo em individuos ainda susceptiveis, uma vez que a
principal via de transmissdo do virus é pelo contato com secregdes
respiratorias. Embora o modo de selecdo dos participantes do estudo
nao tenha favorecido a identificacido de criancas de um mesmo nucleo
familiar, foi possivel identificar a transmissédo do virus entre dois irmaos
de gendtipo SS, conforme relatado na se¢do de Resultados. Esse caso
evidencia o impacto que a infeccao pelo eritrovirus B19 pode ter na
evolucdo clinica das criangas com anemia falciforme e dada a
dificuldade de se estabelecerem medidas para conter a disseminacgao da
infeccdo entre criangas aparentadas e que residam no mesmo domicilio,
torna-se importante realizar o diagnostico das criangas com suspeita
dessa infeccdo, visando alertar familiares e profissionais de saude para
o risco elevado de contaminagdo de outros membros da familia,
principalmente criangas, de modo que se possa tomar os devidos
cuidados. Dessa forma, prevé-se, antecipadamente, a necessidade do
suporte clinico adequado frente aos principais sintomas da infecgéao e

suas complicagdes eventuais.

Embora a transmissado do virus B19 se dé principalmente pelo
contato com secregdes respiratorias de individuo infectado, outras
formas de contaminagdo vém sendo investigadas, como transplante de
orgaos e transfusdo sanguinea. Considerando-se o impacto que a
contaminacgao por via transfusional poderia ter em pacientes com anemia
falciforme, foi avaliado o numero de transfusées em relacédo a infecgao
pelo B19V. Verificou-se que o grupo de criangas com sorologia ou DNA
viral positivos recebeu numero significativamente mais elevado de
transfusdes em relagao ao grupo negativo (p = 0,0004) durante periodo
equivalente de registro de transfusdes. Mas o que se constatou no
presente estudo foi uma associacdo e ndo uma relacdo de causa-efeito.
E possivel que tal associacdo tenha ocorrido porque pacientes com dado

laboratorial positivo para B19V receberam numero mais elevado de
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transfusdes em consequéncia dos efeitos clinicos da infeccdo e ndo o

contrario.

Embora o risco de transmisséo do virus B19 através de produtos
do plasma, obtidos em pool, esteja bem documentado na literatura,
pouco é conhecido sobre a transmissdao do virus por transfusao de
hemocomponentes especificos, como hemacias, plaquetas e o préprio
plasma. Existem apenas quatro casos na literatura que documentam a
transmissao por componentes do sangue, sendo trés por hemacias e um
por plaquetas (Yoto et al., 1995; Zanella et al., 1995; Cohen et al., 1997;
Jordan et al., 1998). Kleinmann e colaboradores (2009) avaliaram o risco
de transmissao do virus B19 pela transfusdo de componentes do sangue
com niveis baixos ou muito baixos de DNA viral (<10° Ul/mL) e né&o
observaram transmissao do virus B19, uma vez que nao foram
detectados anticorpos IgM ou IgG anti-B19V ou DNA viral nas amostras
de receptores susceptiveis. Foi verificado, no entanto, que em todos os
hemocomponentes nos quais foi detectado DNA viral foram também
detectados anticorpos IgG anti-B19V, fato que pode ter contribuido para
a neutralizacdo do virus. Esses dados demonstram que o risco de
infeccao pelo virus B19 a partir de transfusdo de hemocomponentes com
baixa carga viral deve ser extremamente baixo, sendo nulo. No entanto,
para unidades de hemocomponentes com carga viral superior a 10°
Ul/mL, o risco seria de 1:6000 (Kleinmann et al., 2009). O risco de
transmissao do B19V pela via transfusional dependeria, portanto, da
carga viral presente no hemocomponente. E claro que esse risco
também tem relacdo com a frequéncia de doadores de sangue que
apresentem viremia durante a doacdo. Foi demonstrada positividade
para DNA de B19V proxima de 1% em doadores de sangue (Yoto et al.,
1995, Candotti et al., 2004, Parsyan et al.,2007), indicando a
probabilidade de contaminacdo por essa via. Considerando o tropismo
do virus e seus possiveis efeitos patofisiologicos, justifica-se a
preocupacdo sobre essa possivel via de transmissdo, especialmente
para pacientes hematolégicos que necessitam de transfusdo com

frequéncia, como individuos com doenca falciforme. Assim, dada a alta
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prevaléncia dessa infecgéo viral na populagdo adulta, o desenvolvimento
de métodos sensiveis para quantificacdo da carga viral, como a PCR em
tempo real, constitui importante ferramenta para o rastreamento do
eritrovirus B19 em hemocomponentes, a fim de garantir que o sangue
utilizado, especialmente por pacientes considerados vulneraveis a esta
infecgdo, ndo exceda 10* Ul/mL, conforme ja esta estabelecido para
pools de plasma utilizados na industria de hemoderivados. A exposi¢ao a
multiplas transfusdes como fonte de contaminacao pelo virus deve ser
melhor investigada em estudos subsequentes que tenham desenho de

pesquisa adequado para tal.

Este é o primeiro estudo sobre a infeccao pelo eritrovirus B19 em
criangas com doencga falciforme realizado no Brasil, uma vez que
estudos anteriores abordaram, de forma majoritaria, adolescentes ou
adultos. A determinacdo da prevaléncia e a estimativa da incidéncia
dessa infeccdo em criancas com doenca falciforme em Minas Gerais,
antes desconhecidas, fornecem dados que permitem avaliar o impacto
dessa infecgdo viral nessa populagao e apontam para a necessidade do
desenvolvimento de medidas de prevencdo e/ou monitorizagdo do
diagndstico viral, visando proteger essas criangas do riscos associados a

infecgao pelo eritrovirus B19.
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7. CONCLUSOES

Este estudo estabeleceu prevaléncia da infeccédo pelo eritrovirus
B19 de 26,4% e incidéncia de 29,1 casos por 100 pacientes/ano na
populacdo de criancas com doenca falciforme acompanhadas no
Hemocentro de Belo Horizonte, Fundacdo Hemominas. Foi verificado o
impacto da morbidade associada a esta infecgao viral na populagao
estudada. A associacao da infeccdo com CAT enfatiza a necessidade do
desenvolvimento e disponibilizacdo de métodos diagndsticos sensiveis
que permitam o correto diagndstico e acompanhamento dessa infecgao
viral em pacientes com doenga falciforme, assim como medidas de
prevencdo de novos casos. A associagdao de elevado numero de
internacodes e transfusdes com a infecgao por B19V também indica que a

infeccdo viral pode levar ao agravo da doenga falciforme.

O uso de testes de PCR em tempo real que permitam a detecg¢ao
dos trés gendtipos virais com alta sensibilidade como os desenvolvidos
neste estudo, mostrou-se tecnica e economicamente viaveis e poderiam
ser utilizados, em larga escala, para pacientes, doadores de sangue e
teste de hemocomponentes e hemoderivados utilizados em
hemoterapia. No entanto, deve ser ressaltada a importancia da
realizacao de testes sorologicos e moleculares em conjunto, para melhor

eficacia do diagndstico da infecgao.
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9. ANEXOS
9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conselho Nacional de Saude, Resolucédo 196/96

Pesquisa: Estudo da prevaléncia e incidéncia da infec¢cao pelo
parvovirus B19 em criangas e adolescentes com doencga falciforme:
manifestagoes clinicas e analise dos genoétipos virais.

O parvovirus B19 é responsavel por uma infecgdo comum na
infancia, geralmente sem gravidade e de rapida cura, mas pode causar
problemas mais sérios em pacientes com doencga falciforme. Nesses
pacientes, a infeccao por B19 pode levar a crise aplastica transitoria,
com queda temporaria na produgdo das hemacias e agravamento da
anemia. Este quadro geralmente requer transfusdes sanguineas. Em
pacientes com doenga falciforme, o grau de gravidade da infecgao pelo
B19 pode ser variavel, podendo estar associado com o desenvolvimento
de complicagdes como febre, dor e sequestro esplénico agudo (aumento
do bago).

A doenga falciforme € uma doenga do sangue causada pela
alteracao na forma das hemacias, as células vermelhas do sangue, que
ficam parecidas com foice, ao invés de ter a forma normal arredondada.
Ela é uma doenga genética, ou seja, o pai e a mée podem transmitir
para os filhos o gene alterado (hemoglobina S) que leva a doenga. A
doencga falciforme causa diferentes sintomas nos pacientes, com casos
mais leves e outros mais graves.

Nosso objetivo nesta pesquisa é estudar a infec¢ao pelo parvovirus B19
em criangas com doenga falciforme atendidas no ambulatério do
Hemocentro de Belo Horizonte, para determinar as taxas de prevaléncia
(quantas criancas ja tiveram a infecgao viral) e de incidéncia (detectar os
casos novos de infecgao viral), e verificar se a infecgao viral piora alguns
sintomas clinicos da doenca falciforme.

E por isso que nds pedimos sua autorizacdo para incluir seu(sua) filho(a)

nestes estudos. Caso vocé autorize, vocé nao tera nenhum custo.
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Iremos colher um pouco de sangue da veia (10 mL) da crianga para
realizar os testes para diagnéstico de infecgdo passada ou atual pelo

parvovirus B19.

A coleta de sangue sera feita por um profissional treinado, mas, em
alguns casos pode acontecer um hematoma (cor roxa) na regidao do
braco onde a agulha foi introduzida. Caso seja feita uma coleta de
sangue para exames referentes ao acompanhamento clinico, esta
mesma amostra podera ser usada para nossa pesquisa, sem
necessidade de nova coleta. O material coletado ficara guardado no
Laboratério de Pesquisa da Fundagao Hemominas e sera usado apenas
para os fins propostos nesta pesquisa. Sera necessario coletar dados no
prontuario do seu (sua) filho(a). Os resultados dos testes laboratoriais
serdo anexados ao prontuario do participante. Na divulgacdo dos
resultados, o nome do participante ndo sera mostrado, garantindo sigilo
e privacidade. Também é importante esclarecer que vocé tem toda a
liberdade para decidir se quer ou nao autorizar a participagédo do seu
(sua) filho(a) nesta pesquisa. Se vocé nao autorizar, ele ndo sera
prejudicado no atendimento, e se desistir durante a pesquisa nao sofrera

nenhum prejuizo.
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Qualquer duvida que vocé tiver, entre em contato através do
telefone 3248-4535, nos horarios de 9:00 as 16:00h, ou com os médicos

do ambulatério participantes dessa pesquisa, para esclarecimentos.

Eu, , responsavel pelo

menor , apos

esclarecimentos, autorizo o0 pesquisador a inclui-lo(a) nestes

estudos.

Assinatura do responsavel:
Assinatura da crianga (8 a 12 anos):

Enderec¢o Residencial

Rua:
Bairro:
Cidade:
CEP:
Telefone:

Assinatura do pesquisador:

Belo Horizonte, / /

Servigo de Pesquisa — Fundagao HEMOMINAS: 3248-4535/4328-4569

Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hemominas: 3248-458
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9.2 Parecer do Departamento de Pediatria da UFMG

PROTOCOLO DE PESQUISA

TOT 02 DA D6 PTISPAST AR
L1. Tinno no PROJETO:
ESTUDO DA PREVALENGIA E INGIDENCIA A INFECGAD PELO PARVOVIRLS 819 E
CRIANCAS COM ANEMIA FALGIFORME: MANIFESTAGOES CLINICAS E AMALISES DO
GENOTIFOS WIRAS

L.2. PESQUISADOR RESPONSAVEL®
Mome: Marcas Goralo Yiana
ldanticade M-1.281.851 S5PMG CPF 141454 136- 37
Eagerece Al Guilherme Henrigue Caniel, 340208 — Serma - BH CEP 30222200
COmespondSncia: o mosEmos
Teletone: (31) 3405-9772 Fax 3408-2770
Corre o eleirénico: vanambi@gma:l.com

Mome Manna dos Sanios Brio Siva Furtade
tenfidade:MC14267 194 — S5P MG CPFORBREAT1T-11
Enderepo:Rua Cura Dar's, 12980201 — Bamosa - Belo Horizeele — MG CEF. 30437 083
Gorasoorddncia O mesmo
Talefone: [31) 3532 AGSFTAE) Ak48-4560 Fax, —---
Comain aletrdnic
marina. brito@hemarminas me ge ke

# Dricntadnr{a) e ,-‘.lurm{aj em caso de programes de mestrado ou doutorade, O principio da
cu-resportsahilidade & valido, Parn alunos asy e araduagio, semente ofa}l orientadoria).

[.3. INSTITUICAD RESPONSAVEL:
Funpacin CENTRO DE HEMATOLOGIA E HEMCTERAFIA DE MINAS GERAIS
UnivERsIDADE FEDERAL DE MiNAS GERAIS

1.4, PrOBTO APROVADO LM o N Qg W

"Ad Refevendum” / L
rlm = Ao da Facuidnds de e A Sl [T TReLE
gregacio ga Faculdads T y—

fockiy g wein, Meu T
T CHete mlunpmmahmmda i'ai::.mu

Recshbido na Eomi’l"ﬁ*’éhﬁ EtTcé Efﬂld'f}h{jJFM !

am

Pz o pclanor em
Paracer avaliado arm rewnidia de

Aprcado Ditgenciaipendancias:
MNEn Aprovado

. i
O presente projeto ja foi aprovade pele Comité de Etica : /( /\:
em Pesguisa da Fundagdoe HEMOMINAS, sob registro Vb e
257. w2 .
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9.3 Parecer do COEP - UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERALIS
COMITF DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Processo No 02Z%7.0.203.000-1 ' ;
Projeto: “Farudo da prevaléncia e ineidéncia da infecgiio pelo parvovirus B9 em criangas com
anemia falciforme: manifestagies clinicas ¢ andlise dos gendtipos virais”

Data de receb'mento no COEP: 1240772010

D de recebimento pela prereceristal 04/08/2000

Area do conhecimento: Cidncias da Saide — Medicina

Pesguisador (a) responsdvel: Marcos Borato Viana

Instituigio responsavel: Faculdade de Medicina - UFMG

Institviyiio ende sers realizado o estude — Fundagdio Hemominas

Documen tagin

Fatha de roste CONER devidamente datade ¢ assinado

Prowwesln COLP devidamente datade ¢ assinadi

Peclaragdan de apaio institucional

Permo de compromisse :

TCLE

Pareeer ¢a Cimara Departamental

Aprovacdo do Comité de Ftica em Pesquisa da Fundagac Hemominas

Curricule do pesquisador

Orvcamento (nanceiro i

Coneardincia da wstituicia ande serd realizada a pesquisa

Resunwo do projeto: Tratg-se de estudo que contard com 420 patientes com doenga falciforme,
com idade entre 9 meses e 12 anes, recrutados durante a roting de atendimento, Eslas eriancas
serdo lestadas para detegedn de in fecgdia atual ou passada per parvovirns B9, sendo verificads
A presenea de anticorpos ¢ do DNA viral em amostea de saro destes pacientes, Serd lambém
realizada a andlise filogenética ¢ do genotipo do parvovirus B19. 0O estudo forneceri dados
epidemialigicos ¢ molvenlares sobre esta infeccdo viral ¢ seu Impacto nos pacientes com
dovnea laleiforme.

Aspectos licos: Sao respeilados os principios élicos da sigilo das informagées coletadus ¢ niu
Wi riscos relevantes 402 particinantes do projeto, além daqueles inerentes A colets de amostras
de sungie. O projeto ji fol aprovade pelo Comité de Elica em Pesquisa da Fundagin
Hemominas, B relagio ao TCLE, é apresentado um finico TCLE destinade wos resprmsdveis
pelas eriangas, com um CIMmpo pard assinatura dos pacientes com idade entre 7 ¢ 12 anns. Além
disso, o linguagem utilizada ne TCLE &, por vezes, muite téenica e de dificil compreensio pelos
responsivels dos pacientes. O TCLE também ndo esclarece que as dividas om relagin &
pesquisa poderde ser esclarecidas no Camité de Etica em Pesquisa, :

I Mérito ¢ voto: O projeto estd bem delineado e atende aos objetives propostos pelo
pesquisador. O estudo nio oferece riscos significativos e proporcionard maior’
conhecimento das J:rlf'ccq;ﬁ‘n:s pelo parvovirus BI19 em criangas com doenca Tnleiforme.
Somas, sy, pela aprovagcio do privieto
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n® ETIC 0287.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Marcos Borato Viana
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de agosto de 2010, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo da
prevaléncia e incidéncia da infec¢cdo pelo parvovirus B19 em
criangas com anemia falciforme: manifestagdes clinicas e analises
dos gendtipos virais” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

(v Pres Autario Carlas, 6627 .- Unidace Administrativa I - P andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 - BH-MC
Telefax: (03 1) 3400-4592 « comail; coepiaprpg.ufing, br
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9.4 Parecer do Comité de Etica da Fundagao Hemominas

MINISTERIO DA SAUDE

Conselho Nacional de Saude

Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

Comité de Etica em Pesquisa da Fundagac Hemominas

PARECER CONSUBSTANCIADO

Titulo do Projeto de Pesquisa Estudo de Prevaléncia e Incidéncia da infeccdo pele parvovirus B19 em
criangas com doenca falciforme: manifestagdes clinicas e analise dos gendtipas virais

SUJEITOS DA PESQUISA

2. Numero de sujeitos | 3. Grupos Especiais: ( X ) Menor de 18 anos; () Portador de deficiencia
No Centro: mental { ) Embrido/feto, ( ) Relagao de dependéncia (militares,
Total 420 presidiarios.. ) () Qutros; { ) Nao se aplica

PESQUISADOR RESPONSAVEL

4. Nome: Marina Lobato Martins

5 Instituigdo a que pertence: Fundacao Hemominas

INSTITUIGAO (OES) ONDE SERA REBLECADICE S e

6 Nome Fundacao Hemominas

7 Unidade/Orgao Hemocentro de Belo Horizonte

8 Paﬁlclpai;éo Estrangeira: Sim( ) Nao{ X )

9 Projeto Multicéntrico: Sim( ) Nao(X ) Macional ( ) Internacional{ )

PATROCINADOR Nao se aplica ( X )

10. Nome

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP . e R

11. Data de Entrada: 11/04/2009 I 12.Registro no CEP: 257

13 Objetivos:

Estimar a prevaléncia e incidéncia da infecgéio por pajvovirus B19 (B19) em criangas com doenga falciforme |
atendidas no Hemocentre de Belo Horizonte e avaliar sua morbidade. |
Padronizar um teste de PCR em tempo real para deteccdo dos trés genotipos do parvovirus B19 em amostras |
de soro ~ J |
Investigar a frequéncia de infecgao passada ou atual/recente por B19 pela detecgdo de anticorpos I1gG e IgM |
anti-B19 e do DNA viral em amostras de soro dos individuos participantes. |
Definir o genétipo de B19 mais frenquente na populacao estudada
Sequenciar todas as amostras de DNA viral obtidas e realizar analise filogenética.

Avaliar retrospectivamente até o momento da coleta as manifestagbes clinicas, os parametios hernalolegicos |

e a histona transfusional dos individuos participantes

14 Sumarno do Prajeto 3 ; |

Trata-se de estudo que contara com 420 pacientes com doenga falciforme, com idade entre 9 meses e 12
anos. recrutados durante a rotina para participar da pesquisa, Estas criangas serao testadas para deteccao de
infeccdo atual ou passada por parvevirus B19, sendo verificada.a presenga de anticorpos em amostra de soro
destes pacientes O estudo fornecera dados epidemiologicos e moleculares sobre esta infecgao viral e seu |
impacto nos pacientes com doenga falciforme i

15. Comentario dos Relalores

conclui-se pela sua aprovacao, na forma apresentada ao Comité

Estando o projeto de acordo com a Resolugao CNS 196/96 e adequado as diretrizes eticas para pesquisa ‘
\

16, Parecer :

Aprovado [ X ) Penpdéncia ( ) Mao Aprovado () ‘
Data 10/12/2009 Data I
17. Cronograma de execugao: 18 Enviar relatorios em {
Inicio: 02/2010 Fim: 92/2012 - g Fevereiro 2012 !
18 Encaminho a CONEP 20. Coordenador

Os dados acima para registro ()
O projeto para apreciagdo (') P

Data L it My ASSIEING ¢ Ao s
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