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RESUMO 

 
Proença-Módena, JL. Infecções respiratórias por bocavirus humano: aspectos clínicos e 
moleculares. 2009. 118f. Tese a ser defendida na Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo. 
 

O bocavirus humano (HBoV) é um parvovirus recentemente identificado em 

associação com a presença de sintomas de infecção do trato respiratório. Esse vírus possui um 

genoma de aproximadamente 5217 nucleotídeos que contém 3 “open reading frames” que 

codificam 4 proteínas (NS1, NP-1, VP-1 e VP-2). HBoV tem sido detectado em amostras 

respiratórias de diversas partes do mundo, incluindo Austrália, América do Norte, Europa, 

Ásia e África, o que sugere uma distribuição global desse vírus. Entretanto, nenhum estudo 

longitudinal de HBoV em amostras respiratórias foi realizado na América Latina. Dessa 

forma, nós realizamos um estudo prospectivo de HBoV em lavados nasofaríngeos (LFNs) 

coletados de pacientes com sintomas de infecção do trato respiratório (IRA) atendidos em um 

hospital universitário de Ribeirão Preto, SP e em um hospital universitário de Salvador, BA 

no período entre 2005 a 2007. 1288 LFNs de 1217 pacientes foram encaminhados ao 

laboratório de virologia e foram testados por PCR para HBoV. Desses pacientes, 962 eram 

menores de 5 anos e 177 eram maiores de 5 anos. Além disso, também foram analisados 50 

LFNs de crianças menores de 5 anos que não tinham sintomas respiratórios. Todas as 

amostras positivas para HBoV foram testadas para todos os outros vírus respiratórios, 

incluindo o vírus sincicial respiratório (HRSV), rinovirus humano (HRV), influenza humano 

(HFLU), metapneumovirus humano (HMPV), parainfluenza humano (HPIV), coronavirus 

humano (HCoV) e adenovirus humano (HAdV). A carga viral de HBoV foi determinada por 

PCR em tempo real em todas as amostras positivas e o genoma completo de 19 amostras de 

HBoV foi seqüenciado. Com intuito, de fazer um levantamento sorológico e determinar sítios 

replicativos de HBoV, nós ainda clonamos e expressamos em S. cerevisae (Y258) o gene de 

VP2, que codifica uma das proteínas do capsídeo viral. 

A prevalência desse vírus foi de 4,8% em crianças menores de cinco anos e de 1% em 

pacientes maiores de cinco anos. HBoV não foi detectado em crianças sem sintomas. Dos 259 

pacientes analisados em 2005, 25 (10%) foram positivos para HBoV. Esse vírus circulou mais 

frequentemente em abril, mês de maior incidência do HRSV.  Em 2006, HBoV foi detectado 

em apenas 10 LFNs de 334 (3%) amostras testadas, sem qualquer pico de freqüência. Em 

2007 HBoV foi detectado em 13 de 552 (2%) amostras, com uma freqüência de detecção um 
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pouco maior em junho e julho. Os sintomas mais comumente observados foram rinorréia, 

tosse, febre e chiado, que foram observados geralmente em mais de 50% dos casos positivos 

para HBoV. Não houve uma diferença significativa na prevalência desses sintomas entre as 

crianças positivas e negativas para HBoV. Entretanto, foi observada uma maior freqüência de 

diarréia entre as crianças com esse vírus. Nesse estudo também foi documentado uma alta 

freqüência de co-infecções virais entre os pacientes com HBoV. Os vírus mais 

frequentemente associados com o bocavirus humano foram: HRSV, HRV e HAdV. Além 

disso, foi detectado uma maior carga viral media e uma maior freqüência de diarréia nos 15 

pacientes com infecção exclusiva por HBoV do que nos pacientes com co-infecção. Esses 

resultados mostraram que HBoV pode alcançar títulos enormes (tão grandes como1014/mL) 

em LFNs de pacientes com sintomas respiratórios e que isso é associado a de diarréia. O 

seqüenciamento do genoma inteiro de HBoV realizado nesse estudo indica que a divergência 

genômica entre as amostras desse vírus é muito pequena. Como conclusão, nós demonstramos 

que HBoV circula e é detectado em associação com sintomas de infecção respiratória e 

diarréia  no Brasil. Novos estudos, com um longo acompanhamento em diferentes populações 

serão necessários para determinar a sazonalidade e o real impacto clínico de HBoV em nosso 

país.  
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 ABSTRACT 

 
Proença-Módena, JL. Respiratory infections by human bocavirus: molecular and clinical 
features. 2009. 116f. Thesis to be defended. Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo. 
 

Human bocavirus (HBoV) is a parvovirus recently identified in association with 

respiratory tract infections. HBoV 5217 nt genome contains 3 open reading frames encoding 

four proteins (NS1, NP-1, VP-1 and VP-2). HBoV has been reported in respiratory samples 

from children in several parts of the world (including Australia, North America, Europe, Asia, 

and Africa), suggesting that the virus circulates worldwide. However, no longitudinal studies 

of HBoV in respiratory samples have been reported in Latin America. We report a prospective 

study of HBoV in nasopharyngeal aspirates (NPAs) collected from patients seen for acute 

respiratory tract infections (ARI) at the University of Sao Paulo Hospital in Ribeirao Preto, 

southeast Brazil and at the University Hospital in Salvador, Brazil. 1288 NPAs from 1217 

patients was submitted to the virology lab for respiratory virus detection from 2005 to 2007 

and were screened for HBoV by polymerase chain reaction (PCR), whom 962 were under 5 

years of age and 177 were older than 5 years. In addition, NPAs from 50 children under 12 

years without IRA was also tested to HBoV for PCR. All samples positive of HBoV was 

tested for others respiratory virus, including the human respiratory syncitial virus (HRSV), 

human rhinovirus (HRV), human influenza (HFLU), human metapneumovirus (HMPV), 

human parainfluenza virus (HPIV), human coronavirus (HCoV) and human adenovirus 

(HAdV). These samples had their HBoV viral load determined by real time PCR and the viral 

entire genome of nineteen HBoV sample was sequenced. We also cloned and expressed in S. 

cerevisae (Y258) the gene of VP2, one protein of viral capside. 

The prevalence of this virus was of 4,8% in children under 5 years and 1% in adults, 

both with IRA. HBoV was not found on the patients without symptoms. In 2005, of the 259 

patients tested, 25 (10%) were positive for HBoV. Interestingly, the virus circulated more 

frequently in April, the month of peak activity of respiratory HRSV. In 2006 HBoV was 

detected in only 10 NPAs out of 334 samples (3%) tested, without any notable peak of 

frequency. In 2007 HBoV was detected in 13 out of 552 (2%) tested samples with little higher 

frequency of detection in June an July. Rhinorrhea, cough, and wheezing were observed in 

more than 50% of the HBoV-positive children, and no obvious respiratory clinical differences 

were noted between HBoV-positive and –negative children. However, was noted a higher 
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frequency of diarrhea on HBoV-positive patients. In this study was also observed a larger 

frequency (71%) of viral coinfections between the HBoV-positive patients. The respiratory 

viruses more frequently associated with human bocavirus were: HRSV, HRV and HAdV. 

Interestingly, on the 15 HBoV-alone patients was observed a higher viral load and a higher 

prevalence of diarrhea than HBoV-coinfection patients. These results showed that this virus 

can reach enormous titles (like 1014) in NPAs from patients with respiratory infection 

symptoms and this is associated with diahhrea. The entire genome sequencing of HBoV of our 

study indicates that the genetic divergence between the HBoV lineages is small. In conclusion, we 

demonstrated that HBoV circulates and is detected in association with respiratory symptoms 

and diarrhea in Brazil. Long term surveillance will be needed to determine whether or not an 

HBoV season occurs and what is the real clinical impact of this virus in our country.  
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FIGURA 1 - Microscopia eletrônica de transmissão de partículas virais icosaédricas em LFNs de três 

pacientes diferentes que possuíam alta carga viral (maior que 108/mL) detectável por 
PCR em tempo real e eram negativas para todos os outros principais vírus 
respiratórios. Essas imagens foram observadas após uma etapa de clarificação por 
centrifugação a 5000g por 30 minutos através de um papel filtro de 0.22 μm e 
coloração negativa com acetato de uranila a 4%.  As figuras mostram imagens em um 
aumento de 60,000 vezes (a e b), 100.000 vezes aumentada (c) e 150.000 vezes (d, e, 
f). As caixas destacam a parte da figura que é nas micrografias inferiores. Obtido de 
Brieu et al, 2007 (13). – Página 3. 

 
FIGURA 2 – Esquema mostrando a organização genômica do HBoV, baseado na linhagem 

NC_007455 depositada no genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/ 
entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=18805; data acesso 
21.04.2009). O esquema ilustra as regiões codificadoras das quatro proteínas de 
HBoV: NS1, NP-1, VP1 e VP2, mostrando a localização dessas regiões no genoma em 
pares de base. – Página 6. 

 
FIGURA 3 – Esquema ilustrando a estrutura do genoma de três membros diferentes da família 

Parvoviridae. As setas indicam os promotores e as ORFS dos principais genes, o gene 
da proteína não estrutural (NS) e a ORF das proteínas do capsídeo (VP). Vale a pena 
destacar nessa figura as terminações em “hairpins” que são essenciais para a 
replicação do genoma desse vírus. Nessa figura, essas terminações estão aumentadas 
em 20 vezes quando comparadas ao resto do genoma. Adaptado de Fields Virology 
2008 (11).– Página 7. 

 
FIGURA 4 – Ilustração representando a topologia de superfície de três exemplares da família 

Parvoviridae calculados a partir da estrutura atômica desses vírus. (A): Um vírus de 
inseto denominado Galleria mellonella densovirus (GmDNV); (B): Um vírus 
autônomo de vertebado denominado minute vírus de camundongo (MVM); (C): um 
dependovirus denominado adeno-associado vírus tipo 2 (AAV-2). Adaptado de Fields 
Virology 2008 (11). – Página 8. 

 
FIGURA 5 – Esquema geral ilustrando a via de infecção da superfície celular até o núcleo para os 

parvovirus. A ligação dos diversos parvovirus à superfície da célula pode se dar por 
meio de diferentes receptores (dependendo do vírus). No esquema acima, foi usado 
como exemplo o receptor de transferrina (TfR) que é utilizado pelo CPV. Os passos 
posteriores, que envolvem o endereçamento endossomal, o tráfego dentro da célula e a 
entrada no núcleo ainda não são completamente entendidos. Adaptado de Fields 
Virology 2008 (11).– Página 10. 

 
FIGURA 6 – Modelo de replicação do vírus MVM. No núcleo da célula hospedeira a região Aba 

serve como “primer” para a síntese da fita filha por uma DNA polimerase celular (1). 
A síntese prossegue até o encontro com a extremidade FGf, quando ocorre a ligação 
por uma DNA ligase celular (2). Essa região de junção é reconhecida e clivada por 
uma endonuclease de restrição viral (NS1) (3), fornecendo um novo sítio iniciador 
para a síntese nucleotídica (4 e 5). Essa síntese leva a re-formação de estruturas em 
“harpin” nessa extremidade (6) e faz com que a fita filha passe a servir como molde 
para a síntese de uma fita igual à fita mãe viral (7). Com o avanço da DNA 
polimerase, a fita mãe original se abre e se estende, servindo novamente como molde 
para outra fita filha levando a formação de um grande concatâmero (8). Esse 
concatâmero é então clivado pela endonuclease viral (9) e os produtos podem servir 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=NC_007455�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/%20entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=18805�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/%20entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=18805�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/%20entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=18805�
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como molde para reinício do processo (10 e 11) ou serem encapsidados para a 
formação de novos vírus (12 e 13) Abreviações: ABa, região palindrômica na 
extremidade 3’ do genoma viral (fita mãe). FGf, região palindrômica na extremidade 
5’ do genoma viral (fita mãe). T sítio de clivagem por uma endonuclease que é na 
maioria dos casos de origem viral (NS1). V, é a fita viral de DNA, ou fita mãe (Vpar- 
fita parental, Vprog- fita da progênie viral). C, fita complementar e X é um possível 
sítio de ação de uma topoisomerase. Adaptado de Berns 1990 (12). – Página 14. 

 
FIGURA 7 – Esquema mostrando o transporte nuclear do capsídeo e de suas proteínas durante o ciclo 

replicativo de um parvovirus. A entrada dos capsídeos virais no núcleo durante o 
início da infecção (1) e dos capsômeros traduzidos no citoplasma (2) envolve o 
reconhecimento de sítios de localização nuclear (NLS) presente na região exclusiva de 
VP1. A saída do núcleo dos “virions” montados (3) envolve o reconhecimento de 
regiões de exportação nuclear (NES) fosforiladas na porção N terminal de VP2. 
Adaptado de Fields Virology (11).– Página 15. 

 
FIGURA 8 – Mapa do vetor pGEM®T-easy (http://www.promega.com/tbs/tm042/ tm042.pdf; data 

acesso 21.04.09).– Página 34. 

 
FIGURA 9 – Mapa genômico da seqüência de HBoV depositada no GenBank com a denominação de 

NC 007455, mostrando as regiões de anelamento de todos os “primers” utilizados 
nesse trabalho. As setas verdes ilustram os “primers” utilizaos para o diagnóstico de 
HBoV por PCR convencional. As setas azuis ilustram os “primers” e a sonda 
utilizados para a quantificação desse vírus por PCR em tempo real. As setas vermelhas 
e amarelas ilustram os “primers” utilizados para amplificação e sequenciamento de 
genoma completo de HBoV. – Página 39. 

 
FIGURA 10 – Esquema geral do sistema Gateway (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA), conforme 

manual do fabricante (http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/ 
ProductsandServices/Applications/Cloning/GatewayCloning/GatewayTechnology.htm
l; data acesso 21.04.09).– Página 43. 

 
FIGURA 11 – Mapa do vetor pDONR201 (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) 

(http://tools.invitrogen.com/ content/sfs/manuals/gateway_pdonr_vectors.pdf; data 
acesso 21/04/2009).– Página 48. 

 
FIGURA 12 – Mapa do vetor pEGKT de acordo com Mitchell et al., 1993.– Página 49. 

 
FIGURA 13 – Produtos de PCR para detecção de HBoV visualizado em gel de agarose 1,5% . Em A, 

temos um gel representativo do ano de 2005, em B de 2007 para amostras de Ribeirão 
Preto e em C de amostras obtidas de Salvador, BA. Em vermelho estão destacadas as 
amostras clínicas positivas para esse vírus. O produtos de PCRs tinham o tamanho 
esperado de 354bp e foram confirmados por sequenciamento. M: Marcador de peso 
molecular 100bp (Fermentas International Inc, Burlington, CA). As demais colunas 
dos géis são referentes às amostras clínicas negativas para HBoV.– Página 57. 

 
FIGURA 14 – Frequência de detecção de HBoV nos grupos de pacientes analisados nesse estudo. – 

Página 58. 
 
FIGURA 15 – Representação contínua da distribuição sazonal de HBoV e HRSV em número de 

amostras positivas durante os anos de 2005, 2006 e 2007 em pacientes com IRA 

atendidos em Ribeirão Preto.– Página 59. 
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VP2 de HBoV após transformação com o plasmídeo pEGKT-VP2HBoV.  As colunas 
denominadas de 1 mostram o extrato total das leveduras não induzida enquanto que as 
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Aldrich®, St. Louis, MO, USA). A primeira banda possui 205kDa (Miosina tipo II), a 
segunda 116kDa (β-galactosidase), a terceira 97,4kDa (Fosforilase-b), a quarta 66kDa 
(soroalbumina bovina) e a quinta de 45kDa (ovoalbumina).– Página 90. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
1.1-) Bocavirus humano: Aspectos gerais. 

 

 O Bocavirus humano (HBoV) é um vírus de DNA de fita simples, não envelopado, 

icosaédrico (FIGURA 1) que foi primeiramente descrito em lavados nasofaríngeos (LFNs) de 

crianças suecas que apresentavam sintomas de infecção do trato respiratório (IRTA), mas que 

não tinham nenhum agente etiológico conhecido detectável (1). A identificação de HBoV foi 

feita através de um elegante ensaio metagenômico, composto por um passo de purificação 

viral, seguido por uma amplificação pela reação em cadeia da DNA polimerase (PCR) com 

“primers” hexaméricos randômicos contendo caudas que funcionaram como alvos de 

“primers” para outras PCRs, cujos produtos foram clonados e seqüenciados (1). Desde então, 

HBoV tem sido detectado por PCR em todo o mundo, principalmente em crianças com 

sintomas de infecção do trato respiratório ou digestório (2-8). 

Esse vírus é pertencente à família Parvoviridae, subfamília Parvovirinae, gênero 

Bocavirus (9). A família Parvoviridae é composta por duas subfamílias, a subfamília 

Densovirinae que é composta por vírus que infectam invertebrados e a subfamília 

Parvoviriane que infecta vertebrados. Esta última é composta por 5 gêneros, denominados 

Parvovirus, Eritrovirus, Dependovirus, Amdovirus e Bocavirus (TABELA 1) (9, 10).  

Os vírus do gênero Parvovirus, cujos representantes mais conhecidos são os vírus da 

pancoleucopenia felina e o parvovirus canino, são caracterizados por possuírem um genoma 

de aproximadamente 5kb que apresenta apenas duas regiões promotoras e um único sítio de 

poliadenilação (11). No geral, os membros do gênero Parvovirus são vírus que infectam 

animais domesticáveis e causam gastroenterites e miocardites graves, com grande importância 

em saúde veterinária (11). Já o gênero Eritrovirus é composto pelo Parvovírus Humano B19 e 

outros vírus a ele relacionados. Esse vírus foi o primeiro representante da família 

Parvoviridae que foi associado a infecções no homem. Esse vírus foi identificado pela 

primeira vez em 1974 em um “screening” de doadores de sangue e o seu nome foi derivado 

do código da amostra (11). Esse patógeno é geralmente associado a eritema infeccioso na 

infância, podendo ocasionar quadros graves, como artropatias agudas, crise aplástica 

transitória, hidropsia e miocardite. Ele apresenta um forte tropismo pela célula progenitora da 

linhagem eritróide, portadora do antígeno do grupo sangüíneo P na medula óssea ou no fígado 
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fetal (11). Os membros desse gênero são caracterizados por possuírem um genoma com um 

único sítio promotor e dois sinais de poliadenilação (11, 12).  O gênero Amdovírus é 

composto pelo vírus AMDV (“Aleutian mink disease virus”) e outros relacionados a ele. Os 

vírus desse gênero possuem dois sítios promotores e dois sinais de poliadenilação. Já o gênero 

Dependovirus é composto por vírus que dependem para a sua replicação da coinfecção em 

uma mesma célula hospedeira com outro vírus, denominado vírus acessório, que é, na maioria 

das vezes, um adenovírus ou um herpesvírus (11). 

 

FIGURA 1. Microscopia eletrônica de transmissão de partículas virais icosaédricas em LFNs de três 
pacientes diferentes que possuíam alta carga viral (maior que 108/mL) detectável por PCR em tempo real e eram 
negativas para todos os outros principais vírus respiratórios. Essas imagens foram observadas após uma etapa de 
clarificação por centrifugação a 5000g por 30 minutos através de um papel filtro de 0.22 μm e coloração 
negativa com acetato de uranila a 4%.  As figuras mostram imagens em um aumento de 60,000 vezes (a e b), 
100.000 vezes (c) e 150.000 vezes (d, e, f). As caixas destacam a parte da figura que é aumentada nas 
micrografias inferiores. Obtido de Brieu et al, 2007 (13). 
  

O gênero Bocavírus é formado por vírus com genomas de aproximadamente 5.4 kb, 

que possuem uma terceira região promotora em seu genoma. Esse gênero é composto por 

apenas três espécies, o CnMV (“canine minute vírus”), o BPV (parvovírus bovino) e o HBoV, 

objeto desse estudo (9).  O CnMV é associado a doenças neonatais e desordens de fertilidade 

em cachorros (14, 15). Os sintomas dependem de qual momento da gravidez a infecção 

ocorreu e variam de reabsorção do feto, aborto, deformidades e menor tamanho dos filhotes 

(10). Já o BPV causa doenças gastroentestinais e do trato respiratório em bezerros e 
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problemas reprodutivos para o rebanho. Os sintomas clínicos variam de diarréia moderada e 

vômitos a miocardites, abortos, leucopenia e linfopenia (10). 

 
TABELA 1. A família Parvoviridae com seus principais representantes. 

Família Parvoviridae 
Subfamília Parvovirinae 

Gênero: Parvovirus 
• Minute vírus de camundongo (MVM) 
• Vírus da panleucopenia felina (FPV) 
• Parvovírus canino (CPV) 
• Parvovírus de galinha (ChPV) 
• HB vírus (HBPV) 
• H1 vírus (H-1PV) 
• Parvovírus de camundongo (MPV) 
• Parvovírus de hamster (HaPV) 
• Parvovírus de rato (RMV) 
• LuIII vírus (LuIIIV) 
• Parvovírus de porco (PPV) 

Gênero: Eritrovirus 
• Parvovírus B19 
• Simian parvovirus (SPV) 
• Rhesus macaque parvovirus (RmPV) 
• Chipmunk parvovirus (ChPV) 
• Parvovirus Bovino tipo III (BPV-3) 

Gênero: Amdovírus 
• Aleutian mink disease vírus (AMDV) 

Gênero: Bocavirus 
• Parvovírus Bovino (BPV) 
• Canine minute vírus (CnMV) 
• Bocavírus Humano (HBoV) 

Gênero: Dependovirus 
• Adeno-associado vírus tipo 1 (AAV-1) 
• Adeno-associado vírus tipo 2 (AAV-2) 
• Adeno-associado vírus tipo 3 (AAV-3) 
• Adeno-associado vírus tipo 4 (AAV-4) 
• Adeno-associado vírus tipo 5 (AAV-5) 
• Avian adeno-associado vírus (AAAV) 
• Bovine adeno-associado vírus (BAAV) 
• Canine adeno-associado vírus (CAAV) 
• Parvovirus bovino tipo II (BPV-2) 
• Goose parvovirus (GPV) 

Subfamília Densovirinae 
Gênero: Densovirus 

• Junonia coenia densovirus (JcDNV) 
• Galleria mellonella densovirus (GmDNV) 
• Diatraea saccharalis densovirus (DsDNV) 
• Mythimna loreyi densovirus (MIDNV) 

Gênero: Iteravirus 
• Bombyx mori densovirus (BmDNV) 
• Casphalia extranea densovirus (CeDNV) 
• Sibine fusca densovirus (SfDNV) 

Gênero: Brevidensovirus 
• Aedes aegypti densovirus 
• Aedes albopictus densovirus (AalDNV) 
• Aedes pseudoscutellaris densovirus (ApDNV) 
• Simulium vittatum densovirus (SvDNV) 

Gênero: Pefudensovirus 
• Periplaneta fuliginosa densovirus (PfDNV) 
• Acheta domesticus densovirus (AdDNV) 
• Planococcus citri densovirus (PcDNV) 
• Myzus persicae densovirus 

 

O Bocavírus humano é detectado em pacientes com sintomas de infecção do trato 

respiratório em várias regiões do mundo, com freqüência variando de 3,9% a 24% para 

pacientes com sintomas de infecção do trato respiratório superior (16, 17), 11 - 26% para 

bronquiolite graves (2, 16, 18) e 4,9 - 33% para pacientes com pneumonia (2, 16, 17). Esse 

vírus é ainda detectado em 2-25% de pacientes com gastroenterites (19, 20) e em 32-45% de 

pacientes com inflamação das adenóides e tonsilas (6, 21). O papel desses vírus no 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/00.050.1.03.013.00.001.htm�
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desenvolvimento desses sintomas clínicos é ainda controverso e será discutido adiante nesse 

texto. 

Recentemente, um novo vírus da família Parvoviridae, denominado parvovirus 

humano 4 (PARV4), foi detectado em plasma humano usado na fabricação de produtos 

medicinais (22). Entretanto, esse vírus ainda não foi classificado (9) e nenhum quadro clínico 

foi associado a ele (22).  

 

1.2-) Organização genômica, estrutura e diversidade. 

 

 O bocavirus humano possui um genoma de aproximadamente 5,3 kb, com três “open 

reading frames” (ORFs). Duas dessas ORFs codificam proteínas não estruturais, denominadas 

NS1 e NP-1, enquanto que a terceira ORF localizada mais a jusante no genoma codifica as 

duas proteínas do capsídeo viral, denominadas VP1 e VP2 (1) (FIGURA 2). A seqüência 

codificadora de VP2 está contida dentro do gene de VP1, no mesmo “frame” de leitura, 

fazendo com que a seqüência 3’de VP1 seja idêntica a VP2 (1). VP1 é na verdade uma VP2 

com 387 nucleotídeos a mais na sua região 5’, a região exclusiva dessa proteína (FIGURA 2).  

 Até o presente momento, mais de 50 genomas completos estão disponíveis no 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), mas acredita-se que a sua estrutura 

ainda não foi completamente elucidada (23). Os genomas dos parvovirus possuem em suas 

duas extremidades estruturas complexas que formam “hairpins” resultantes de várias 

seqüências palindrômicas presentes nessas regiões do genoma (FIGURA 3).  Essas 

conformações secundárias da fita simples de DNA são essenciais para a replicação do genoma 

viral dos membros da família Parvoviridae, mas não foram ainda caracterizadas para o HBoV 

(23, 24). O ciclo replicativo de HBoV será discutido posteriormente nesse texto. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez�
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FIGURA 2. Esquema mostrando a organização genômica do HBoV, baseado na linhagem NC_007455 

depositada no genbank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&Term 
ToSearch=18805; data acesso 21.04.2009). O esquema ilustra as regiões codificadoras das quatro proteínas de 
HBoV: NS1, NP-1, VP1 e VP2, mostrando a localização dessas regiões no genoma em pares de base.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=NC_007455�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&Term%20ToSearch=18805�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&Term%20ToSearch=18805�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genome&Cmd=ShowDetailView&Term%20ToSearch=18805�
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FIGURA 3. Esquema ilustrando a estrutura do genoma de três membros diferentes da família 
Parvoviridae. As setas indicam os promotores e as ORFS dos principais genes, o gene da proteína não estrutural 
(NS) e a ORF das proteínas do capsídeo (VP). Vale à pena destacar nessa figura as terminações em “hairpins” 
que são essenciais para a replicação do genoma desse vírus. Nessa figura, essas terminações estão aumentadas 
em 20 vezes quando comparadas ao resto do genoma. Adaptado de Fields Virology 2008 (11). 
 

 As estrutura atômica e a forma pela qual as proteínas estruturais de HBoV se unem 

para formar o capsídeo viral ainda não foram elucidadas. Entretanto, a estrutura atômica de 

alguns membros dessa família já foi descrita o que possibilitou a construção de modelos que 

ilustram a topologia de superfície desses vírus (FIGURA 4) (11).  

 No geral, as proteínas estruturais (que podem ser apenas VP1, ou VP1 + VP2 ou VP1 

+ VP2 + VP3 dependendo do vírus) se juntam em capsômeros que se agrupam em montantes 

de 60 e formam um capsídeo icosahédrico com 18 a 26 nm de diâmetro e peso molecular de 

5,5 a 6,2Ã (11). Esse capsídeo pode apresentar pequenas protuberâncias e grandes depressões 

circundando o eixo central, que são essenciais para a biologia do vírus, como determinantes 

de tropismo no hospedeiro, ligantes de receptores e importantes sítios para a ligação de 

anticorpos e para o desenvolvimento de inibidores estruturais específicos (11). Essas 

protuberâncias e depressões são mais nítidas nos vírus que infectam vertebrados do que nos 

exemplares da subfamília Densovirinae (FIGURA 4). 
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FIGURA 4. Ilustração representando a topologia de superfície de três exemplares da família 

Parvoviridae calculados a partir da estrutura atômica desses vírus. (A): Um vírus de inseto denominado Galleria 
mellonella densovirus (GmDNV); (B): Um vírus autônomo de vertebrado denominado minute vírus de 
camundongo (MVM); (C): um dependovirus denominado adeno-associado vírus tipo 2 (AAV-2). Adaptado de 
Fields Virology 2008 (11). 

 
 

  A proteína VP1 possui peso molecular de 80.000 a 86.000 Daltons (Da), enquanto que 

VP2 e VP3 possuem peso molecular de 60.000 a 75.000 Da e 60.000 a 62.000 Da, 

respectivamente (11). VP3 e é uma proteína presente em CnMV, BPV e outros parvovirus e é 

o resultado de uma clivagem proteolítica de VP2 (11). Essa proteína ainda não foi descrita em 

HBoV. A região exclusiva de VP1 possui atividade enzimática de fosfolipase A2 (PLA2) 

dependente de cálcio. Essa atividade de fosfolipase A2 é essencial para a replicação viral de 

vários parvovirus, incluindo o parvovirus B19, pois ela é de crucial importância para a 

liberação do vírus do lisossomo depois da entrada na célula (25). Além disso, a região N-

terminal de VP1 também contém “motifs” de aminoácidos básicos que funcionam como sinal 

para a localização nuclear (11). Nenhuma dessas proteínas são glicosiladas, mas elas possuem 

vários sítios de fosforilação (11). 

 Além das proteínas do capsídeo, o genoma de HBoV codifica duas proteínas não 

estruturais denominadas NS1 e NP1 de 75.000 e 28.000 Da, respectivamente (1). As funções 

dessas proteínas nesse organismo ainda são desconhecidas, mas elas podem ser especuladas 

pelo que se sabe dessas proteínas nos outros membros dessa família. A proteína NS1 é 

essencial para a replicação do DNA em outros parvovirus, uma vez que ela está envolvida 

com a ligação e hidrólise de nucleotídeos trifosfato e possui atividade de helicase (26). A 

proteína NP1 não é encontrada nos outros representantes da família Parvoviridae, sendo 

exclusiva do gênero bocavirus (10). A sua função é desconhecida, mas acredita-se que ela 

possa estar envolvida na replicação do DNA viral e na montagem dos “virions”, pois um 
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estudo com células infectadas com BPV mostra que essa proteína se encontra ancorada à 

cromatina dentro do núcleo (27).   

 Análises filogenéticas de HBoV têm mostrado que, no geral, o genoma desse vírus é 

altamente conservado, com uma identidade de aproximadamente 98% (23, 28, 29). A maior 

variação ocorre nas regiões codificadoras de VP1 e VP2, que possuem identidade de 98,7% e 

98,2% respectivamente. As regiões mais a montante de VP1/VP2, responsável pela 

transcrição de NS1 e NP1 são mais conservadas, com identidade de 99,4% e 99,2% 

respectivamente (23, 28, 29).  

Em um estudo publicado em 2007, Neske et al. (29) analisaram 968bp do gene VP2 de 

69 amostras positivas para HBoV e observaram que as variações ocorreram em apenas 34 

posições (3,5%) das 968 analisadas. As transições (mutação onde uma purina é substituída 

por outra purina ou uma pirimidina é substituída por outra piridima) representaram 93%, 

enquanto que as transversões (mutação onde uma purina é substituída por uma pirimidina ou 

vice-versa) representaram 7% das variações. Nesse estudo, foi mostrado também que a 

maioria das mutações que ocorreram no gene de VP2 era conservativa. A identidade no nível 

de aminoácidos foi de 99,7%.  

Embora essa variação pareça extremamente baixa, vale destacar que devido ao 

pequeno tamanho do genoma dos parvovirus, pequenas alterações podem levar a mudanças 

drásticas na biologia desses vírus. Por exemplo, alterações de uns poucos aminoácidos na 

estrutura das proteínas do capsídeo podem levar a um escape do sistema imunológico, 

mudança de receptor ou mesmo de hospedeiro, como observado para o parvovírus canino 

(CPV), que aparentemente originou-se de um ancestral comum ao vírus da panleucopenia 

felina (FPV) no início da década de 70 (11). Além disso, o fato do genoma dos parvovirus ser 

de DNA de fita simples e sua replicação ser processada por uma DNA polimerase celular (que 

possuí um sistema de reparo dependente da dupla fita do DNA) torna-os teoricamente mais 

susceptíveis a modificações em curto períodos de tempo. 

Acredita-se até o momento que HBoV exista no mundo inteiro como uma única 

linhagem composta de dois genótipos sutilmente diferentes que circulam num mesmo lugar 

em um mesmo período (23, 28, 29). Nenhum trabalho publicado até agora observou uma 

associação entre clados filogenéticos e distribuição sazonal ou manifestação clínica (23, 28, 

29). 
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1.3-) A replicação de HBoV. 

 

 O ciclo de HBoV e os mecanismos de replicação do seu genoma ainda não foram 

descritos. O que se conhece foi descoberto estudando o ciclo replicativo de outros parvovirus. 

No geral, os parvovirus se ligam a um ou mais receptores presentes na membrana da célula 

hospedeira e entram por endocitose. A seguir são liberados no citoplasma onde, por um 

processo dependente do citoesqueleto, eles são transportados para a periferia nuclear, onde se 

dá a entrada no núcleo por um processo ativo (FIGURA 5). No núcleo, esses vírus são 

desmontados e ocorre a replicação do DNA viral por uma DNA polimerase celular (11).  

 
 FIGURA 5. Esquema geral ilustrando a via de infecção da superfície celular até o núcleo para os 
parvovirus. A ligação dos diversos parvovirus à superfície da célula pode se dar por meio de diferentes 
receptores (dependendo do vírus). No esquema acima, foi usado como exemplo o receptor de transferrina (TfR) 
que é utilizado pelo CPV. Os passos posteriores, que envolvem o endereçamento endossomal, o tráfego dentro 
da célula e a entrada no núcleo ainda não são completamente entendidos. Adaptado de Fields Virology 2008 
(11). 
 

 Diversos receptores já foram descritos para vários membros da família Parvoviridae. 

Entretanto, nenhum receptor de HBoV, nem seus sítios de replicação no homem foram ainda 

descritos (23).  Um trabalho recente, publicado em chinês, relata indícios de replicação de 

HBoV em culturas primárias de células epiteliais brônquicas, através da observação de efeito 

citopático em microscopia óptica após inoculação de espécimes clínicos positivos para esse 

vírus nessas células (30).  
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 O parvovirus B19, que também causa infecção no homem, utiliza o antígeno P de 

eritrócitos ou globosídeo como receptor. Pessoas que não apresentam o fenótipo de expressão 

desse antígeno são naturalmente resistentes à infecção com parvovirus B19 (31). Os 

parvovirus CPV, FPV e MVM utilizam glicoproteínas sialiladas como receptor, como, por 

exemplo, o receptor de transferrina (TfR) (32, 33). Já para BPV, um membro do gênero 

Bocavirus, a ligação do vírus à célula hospedeira é mediada pela glicoforina A, uma 

glicoproteína que contem ácido N-acetil-neuramínico (34). 

 Depois da ligação à célula hospedeira, os parvovírus, em geral, entram através de 

endocitose mediada por clatrina, conforme observado por microscopia eletrônica de 

transmissão em células infectadas com CPV (35). Uma vez dentro das células, os capsídeos 

de CPV permanecem dentro dos endossomos por várias horas, até que esses alcancem a 

região perinuclear (11). Os mecanismos de escape dos parvovirus das vesículas endocíticas 

ainda não são completamente entendidos, mas sabe-se que eles são dependentes de 

acidificação endossomal, pois tratamentos com bafilomicina A1, cloroquina e NH4Cl inibem a 

replicação viral de CPV(35, 36). Além disso, a atividade PLA2 presente na região exclusiva 

de VP1 também é essencial para o escape dos endossomos e a conseqüente liberação no 

citoplasma de CPV e outros parvovirus. Essa atividade de PLA2 também foi descrita para a 

região exclusiva de VP1 em HBoV (37). Foi observado que o tratamento com inibidores de 

PLA2 inibe a proliferação de vários representantes da família Parvoviridae in vitro (38). 

 Depois de liberados no citoplasma, os capsídeos virais são transportados ativamente 

até a membrana nuclear. Esse transporte é intimamente associado aos microtúbulos e aos 

motores de dineína (38). Em um trabalho publicado por Suikkanen et al. em 2003 (38) fica 

evidente a associação dos capsídeos de CPV com os filamentode de tubulina. Esse trabalho 

mostrou também que o tratamento com nocodazol (uma droga que induz a despolarização dos 

filamentos de tubulina), ou com um anticorpo anti-dineína, bloqueavam o transporte e a 

entrada de CPV no núcleo da célula hospedeira e, conseqüentemente, a replicação do vírus. 

Deste modo, acredita-se que o transporte dos capsídeos recém liberados dos endossomos por 

motores de dineína ancorados aos microtúbulos seja um mecanismo essencial para a 

replicação dos parvovírus, incluindo o HBoV, pois ele é fundamental para a entrada do vírus 

no núcleo celular. 

O mecanismo de transporte dos parvovirus através da membrana nuclear ainda não é 

completamente entendido, mas acredita-se que envolva o complexo do poro nuclear (11).  A 

proteína VP1 desses vírus apresenta em sua região exclusiva (não presente em VP2) sítios de 

endereçamento nuclear denominados NLS, que são expostos na região externa do capsídeo 
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viral. Esses sítios, localizados entre os resíduos 4 e 13 dessa proteína em CPV, são essenciais 

para a entrada desse vírus no núcleo. Mutações nesses sítios inibem a replicação de CPV, e 

esses resíduos quando conjugados ao BSA induzem o transporte dessa molécula para o núcleo 

da célula transfectada (36). Nenhum trabalho até o momento analisou o transporte nuclear de 

HBoV. 

 Uma vez no núcleo da célula infectada, ocorre a liberação do genoma viral constituído 

de DNA de fita simples. O mecanismo de como essa liberação ocorre é pouco entendido para 

os parvovirus. Particularmente, para HBoV, nada foi estudado ainda. Muitos membros da 

família Parvoviridae, incluindo B19, CPV, MVM e AAV-2, têm 20 a 30 nucleotídeos da 

região 5’ do genoma viral expostos para o lado de fora dos capsídeos (11). Esse DNA extra-

capsídeo exposto dentro do núcleo da célula hospedeira pode servir como molde para o início 

da replicação do DNA viral por uma DNA polimerase celular. Essa ligação à maquinaria de 

replicação celular poderia remover o DNA viral de seu capsídeo sem desmontá-lo ou poderia, 

ainda, induzir seu desmanche (11).  Entretanto, essas teorias precisam ser corroboradas por 

evidências científicas. O que se sabe até o momento é que essas regiões expostas do DNA são 

essenciais para a replicação dos parvovírus. Além disso, outros mecanismos que promovam o 

desmantelamento do capsídeo viral dentro do núcleo não podem ser descartados. 

 A replicação do genoma dos parvovírus é um evento muito particular na biologia, pois 

seu material genético (uma molécula de DNA de fita simples) é composto por uma estrutura 

não usual na natureza. Por essa particularidade, acredita-se que o mecanismo de replicação do 

DNA desses vírus seja conservado para todos os membros dessa família, com apenas algumas 

características específicas para cada espécie de parvovírus.  

Os membros da família Parvoviridae não codificam uma DNA polimerase viral. Desse 

modo, esses vírus precisam utilizar uma DNA polimerase celular para replicar seu material 

genético (24). Todos os parvovírus precisam alcançar o núcleo e esperar que a célula 

hospedeira entre em fase S do ciclo celular para duplicar seu DNA (24). Por isso, os membros 

dessa família se replicam mais eficientemente em células que possuam um alto “turnover” 

replicativo, como células dos epitélios digestivo e respiratório e células precursoras na medula 

óssea (12).  

 O DNA dos parvovirus possui em suas extremidades estruturas em “hairpin” 

essenciais para sua replicação. Essas estruturas formadas pela presença de regiões 

palindrômicas no DNA viral (FIGURA 3) funcionam como iniciadores da replicação viral, 

fornecendo a extremidade 3’-OH livre necessária para a ligação da DNA polimerase celular e 

início da replicação (24). Uma particularidade da replicação do DNA dos parvovírus é que por 
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ela começar a partir de uma molécula de DNA de fita simples, não há a formação da fita 

“lagging” ou atrasada que normalmente ocorre durante a replicação de uma molécula de DNA 

de fita dupla (12). 

 A replicação do DNA dos parvovírus acontece por um mecanismo quase circular de 

rolamento dos “harpins” que leva a formação de uma série de intermediários em duplex e em 

concatâmeros (FIGURA 6). No núcleo da célula hospedeira, o “harpin” da extremidade 3’ do 

DNA viral nu funciona como iniciador para a síntese da fita filha pela DNA polimerase 

celular. A síntese da fita filha procede normalmente até o encontro com a extremidade em 

“hairpin” do lado 5’ da fita mãe. Acredita-se que a seguir ocorra a fusão por uma DNA ligase, 

formando uma estrutura quase que circular de DNA de fita dupla (12). Essa estrutura é 

clivada por uma endonuclease viral, muito provavelmente NS1, o que fornece um novo sítio 

3’-OH livre na fita filha. Esse sítio serve como iniciador e a síntese da fita filha começa 

novamente, levando a reformação das estruturas em “hairpin” nessa extremidade do genoma. 

A síntese de DNA continua de modo que agora a fita filha passa a servir como molde para a 

síntese de uma fita igual à fita mãe viral. Com o avanço da DNA polimerase, a fita mãe 

original se abre e se estende, servindo novamente como molde para outra fita filha até que a 

enzima alcance a estrutura em “hairpin” do lado 3’ do genoma viral. Esse processo leva a 

formação de um grande concatâmero em quase círculo que é então clivado pela endonuclease 

viral. Os produtos dessa clivagem podem servir como molde para reinício do processo ou 

serem encapsidados para a formação de novos vírus (12) (FIGURA 6).  

Apenas fitas simples de DNA de parvovírus são encapsidadas. Alguns vírus dessa 

família encapsidam apenas fitas de DNA com polaridade negativa, como o MVM (12). 

Entretanto, a maioria dos vírus dessa família encapsidam isoladamente ambas as fitas do 

DNA em proporções que variam de vírus para vírus (11). Ainda não se sabe qual a proporção 

de fitas de polaridade negativa e positiva que HBoV encapsida, mas acredita-se que como os 

outros membros do gênero Bocavirus, HBoV encapside ambas as fitas de DNA isoladamente 

(23).  
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FIGURA 6. Modelo de replicação do vírus MVM. No núcleo da célula hospedeira a região Aba serve 

como “primer” para a síntese da fita filha por uma DNA polimerase celular (1). A síntese prossegue até o 
encontro com a extremidade FGf, quando ocorre a ligação por uma DNA ligase celular (2). Essa região de 
junção é reconhecida e clivada por uma endonuclease de restrição viral (NS1) (3), fornecendo um novo sítio 
iniciador para a síntese nucleotídica (4 e 5). Essa síntese leva a re-formação de estruturas em “harpin” nessa 
extremidade (6) e faz com que a fita filha passe a servir como molde para a síntese de uma fita igual à fita mãe 
viral (7). Com o avanço da DNA polimerase, a fita mãe original se abre e se estende, servindo novamente como 
molde para outra fita filha levando a formação de um grande concatâmero (8). Esse concatâmero é então clivado 
pela endonuclease viral (9) e os produtos podem servir como molde para reinício do processo (10 e 11) ou serem 
encapsidados para a formação de novos vírus (12 e 13) Abreviações: ABa, região palindrômica na extremidade 
3’ do genoma viral (fita mãe). FGf, região palindrômica na extremidade 5’ do genoma viral (fita mãe). T sítio de 
clivagem por uma endonuclease que é na maioria dos casos de origem viral (NS1). V, é a fita viral de DNA, ou 
fita mãe (Vpar- fita parental, Vprog- fita da progênie viral). C, fita complementar e X é um possível sítio de ação de 
uma topoisomerase. Adaptado de Berns 1990 (12). 
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Embora os mecanismos de transcrição e tradução de proteínas para HBoV ainda não 

sejam conhecidos, eles não devem ser muito diferentes dos outros membros da família. 

Resumidamente, os RNAs virais produzidos no núcleo por uma RNA polimerase celular são 

exportados para o citoplasma, onde são traduzidos em proteínas pelos ribossomos celulares 

(11) (FIGURA 7). A transcrição de RNA mensageiro (mRNA) e conseqüente produção de 

proteínas virais acontece sem que a célula hospedeira tenha entrado na fase S do ciclo celular 

(39), indicando que esse fenômeno pode acontecer antes da replicação do genoma viral. 

Provavelmente, já existem capsídeos prontos, pré-formados, por ocasião da formação de 

genomas virais (39). 

 
 FIGURA 7. Esquema mostrando o transporte nuclear do capsídeo e de suas proteínas durante o ciclo 
replicativo de um parvovirus. A entrada dos capsídeos virais no núcleo durante o início da infecção (1) e dos 
capsômeros traduzidos no citoplasma (2) envolve o reconhecimento de sítios de localização nuclear (NLS) 
presente na região exclusiva de VP1. A saída do núcleo dos “virions” montados (3) envolve o reconhecimento de 
regiões de exportação nuclear (NES) fosforiladas na porção N terminal de VP2. Adaptado de Fields Virology 
(11). 
 

 Os mecanismos de transcrição e tradução das proteínas dos parvovirus são complexos 

e ainda não completamente entendidos. Esses mecanismos envolvem a utilização de múltiplos 

promotores, “splicing”, “splicing alternativo”, sítios aceptores, códons de iniciação não usuais 

e clivagem proteolítica (12). Um trabalho recente revelou que há uma baixíssima variação no 

padrão de códons usados entre diversas linhagens de HBoV (40).  
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 O controle transcricional e traducional dos parvovirus é um campo fascinante, com 

mais perguntas que respostas. Aparentemente, existe uma regulação temporal da expressão 

gênica durante o ciclo infeccioso desses vírus (39). Em MVM, a expressão da proteína NS1 

acontece relativamente cedo e é indispensável para a trans-ativação da transcrição do 

promotor p38, responsável pela expressão das proteínas do capsídeo (41). Além disso, 

também foi documentada a inibição da expressão gênica celular por alguns membros da 

família Parvoviridae. Em AAV, a expressão de uma proteína não estrutural denomina rep 

possuí efeito inibitório em promotores de origem não viral (42). 

Depois de formadas no citoplasma, as proteínas do capsídeo (VP1 e VP2 para HBoV) 

se agrupam em capsômeros e são importados para o núcleo através de uma mecanismo 

provavelmente semelhante ao que ocorre com o vírus inteiro no início do ciclo replicativo. Os 

sítios de localização nuclear (NLS) presentes na região exclusiva de VP1 são essenciais nesse 

processo (11). No núcleo celular esses capsômeros se ligam ao DNA viral de fita simples, 

formando a progênie viral. Esses vírus recém formados são, então, exportados para o 

citoplasma através de um mecanismo que envolve a fosforilação de uma seqüência de 

exportação nuclear (NES) presente na região N terminal de VP2 (FIGURA 7). A liberação da 

progênie viral pode se dar por exocitose ou lise celular, dependendo da espécie viral (11). 

Esses mecanismos ainda não foram estudados para HBoV. 

 

1.4-) Patogenicidade de HBoV 

 

 Já existem mais de 100 estudos relatando a ocorrência de HBoV, principalmente em 

crianças, no mundo todo. Entretanto, em nenhum deles ficou comprovada a real associação 

entre HBoV e doenças no homem. Grande parte dessa dificuldade vem do fato que não é 

possível aplicar os postulados de Koch a HBoV, pois até agora não existe modelo para a 

infecção por esse vírus e ele não pode ser propagado em nenhuma linhagem celular 

corriqueiramente usadas nos laboratórios de pesquisa ao redor do mundo (23). Os estudos 

publicados até o momento relatam a freqüência e às vezes a carga viral desse vírus em 

pacientes ao redor do mundo, sugerindo a existência de uma possível associação entre HBoV 

e diversas patologias humanas. Ainda não se conhece as rotas de infecção, os sítios 

replicativos e os mecanismos patogênicos de HBoV. Acredita-se que a infecção aconteça pela 

via inalatória, por inoculação via fômites ou pela via fecal-oral (23). Entretanto, ainda são 

necessários estudos para detalhar essas vias. 
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 Estudos que analisaram a presença de resposta imune específica contra HBoV em 

adultos saudáveis mostram que esse vírus é altamente prevalente em humanos (43).  Kahn et 

al. (44), mostraram que 85% das crianças com mais de 48 meses já tinham entrado em contato 

com HBoV e haviam se tornado soropositivas para esse vírus (44). Esses resultados sugerem 

que a disseminação de HBoV é muito eficiente. 

 

1.4.1-)

 O HBoV é freqüentemente encontrado em amostras de pacientes com sintomas de 

infecção do trato respiratório (IRA) (2, 16, 17, 45). Entretanto, diversos fatores dificultam o 

estabelecimento de uma relação causal entre a presença de HBoV e os sintomas clínicos 

observados. Em primeiro lugar, HBoV pode se manter persistentemente, sem se replicar (ou 

fazendo-o a uma taxa baixíssima), por longos períodos de tempo no homem, do mesmo modo 

que outros parvovírus humanos, como o B19, PARV4 e AAV (46). Em segundo lugar, HBoV 

é comumente detectado em associação com outros vírus respiratórios com a patogenicidade já 

estabelecida (47-49). Um trabalho publicado por Esposito et al. (2008) (48) mostrou que a 

taxa de coinfecção de HBoV com outros vírus é significantemente maior que a taxa de 

coinfecção pelos mesmos vírus em pacientes sem HBoV. Além disso, esses autores sugeriram 

que, aparentemente, o papel da infecção com HBoV sozinho é marginal em crianças atendidas 

em unidades de emergência com doença respiratória aguda. A relevância clínica e sócio-

econômica de HBoV só foi notada quando esse vírus estava em associação com outros vírus 

respiratórios, como influenza A e B (Flu A e B), vírus sincicial respiratório (RSV) e rinovirus 

(HRV). 

 Bocavirus humano e doenças do trato respiratório. 

Juntos, esses fatores sugerem que a detecção de HBoV no trato respiratório possa 

simplesmente refletir persistência assintomática. Além disso, pode ser hipotetizado que HBoV 

é reativado ou produz uma superinfecção transiente e talvez assintomática na presença de 

outros patógenos virais no trato respiratório (23). Entretanto, diversos estudos vêm mostrando 

evidências de que HBoV pode estar significantemente associado a doenças do trato 

respiratório superior e inferior, principalmente em crianças. As principais evidências foram 

obtidas de estudos que incluíam grupos controles de pacientes assintomáticos em suas 

análises (5, 7, 17, 18, 50). Nesses estudos, a prevalência de HBoV mostrou-se 

significantemente maior em pacientes com IRA do que em pacientes sem sintomas. 

O estudo de Manning et al. (2006) (50), realizado com amostras respiratórias de 574 

pacientes escoceses, detectou HBoV em aproximadamente 15% daqueles com sintomas de 

infecção do trato respiratório inferior, em 6% dos pacientes com sintomas do trato respiratório 
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superior e em apenas 1% dos pacientes sem sintomas de infecção do trato respiratório. Já 

Kesebir et al. (2006) (5) detectaram HBoV em 22 de 425 crianças com IRA nos Estados 

Unidos, mas foi incapaz de detectar esse vírus em 96 crianças sem sintomas. Dados 

semelhantes foram observados por Allander et al. (2007) (18) em crianças finlandesas e por 

Maggi et al. (2007) (7) em crianças italianas. Esses autores diagnosticaram HBoV em 19% e 

4,5% das crianças finlandesas e italinas com IRA, respectivamente. Interessantemente, nesses 

estudos HBoV não foi detectado em crianças assintomáticas.  

Em um importante estudo coordenado pelo “Centers for Disease Control and 

Prevention” (CDC) e publicado por Fry et al. em 2007 (17), foram analisados 1.960 pacientes 

tailandeses. Desses, 1.168 tinham pneumonia adquirida na comunidade, 512 tinham sintomas 

de gripe e 280 não apresentavam sintomas de IRA. HBoV foi detectado em apenas 3 

indivíduos assintomáticos (1%), mas foi detectado em 3,9% dos pacientes com sintomas de 

gripe e em 4,5% dos pacientes com pneumonia. Além disso, a prevalência de HBoV em 

crianças menores de 5 anos foi de 12% naquelas com pneumonia e de apenas 2% naquelas 

sem sintomas de IRA. HBoV foi o terceiro vírus mais freqüentemente detectado em crianças 

com diagnóstico de pneumonia. 

Outro dado que indica que HBoV está significantemente associado a IRA foi obtido 

em estudos que determinaram a carga viral em pacientes com e sem sintomas (51, 52). Nesses 

estudos, a carga viral de HBoV foi alta apenas em pacientes sintomáticos. Além disso, 

Allander et al. (2007) mostraram que em pacientes hospitalizados por chiado há uma ligação 

entre a ocorrência de HBoV no sangue e o episódio infeccioso agudo. O desaparecimento dos 

sintomas coincide com a diminuição dos níveis de viremia.   

Com relação ao papel das coinfecções na biologia do HBoV, muito pouco se sabe e 

mais estudos são necessários. Estudo recentes mostram que a carga viral de HBoV é mais alta 

em pacientes com sintomas de IRA e sem nenhuma coinfecção (18, 51), o que é tido como 

indício de associação entre HBoV e doença respiratória em humanos.  Tomados em conjunto 

os dados disponíveis indicam que uma carga viral alta e viremia por HBoV são associados 

com sintomas de infecção do trato respiratório, enquanto que detecção desse vírus em baixa 

carga e em conjunto com outros patógenos virais do trato respiratório, apontam para a 

possibilidade de persistência de HBoV no trato respiratório no homem. De fato, Regamery et 

al. (2008) (53) mostraram que esse vírus pode ser detectado até três semanas após a sua 

detecção inicial.  

Os sintomas respiratórios que mais freqüentemente têm sido associados à infecção por 

HBoV são: chiado (3, 18, 54-57), crupe (58), tosse, rinorréia e febre (59, 60). Entre os 
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diagnósticos clínicos dos pacientes com HBoV, os mais comuns têm sido: infecção das vias 

aéreas superiores (IVAS) (59, 60), bronquiolite (8, 18, 51), pneumonia (6, 17, 57, 61), 

bronquite (62) e exacerbação aguda de asma (63). Os sintomas, em geral, duram de uma a 

duas semanas (18, 53, 64). Entretanto, Monteny et al. (2007) (65) relataram infecção por 

HBoV com curso prolongado de febre. 

Embora as vias de infecção e os mecanismos de patogenicidade de HBoV ainda não 

sejam conhecidos, alguns aspectos são conhecidos sobre outros representantes desse gênero, 

como CnMV e BPV. BPV também causa doença respiratória em bezerros (10). Esse vírus 

entra por via oral e a replicação inicial ocorre nas tonsilas e trato intestinal, de onde ele se 

espalha para o sangue, tecidos linfóides e epitélio respiratório (10). Esse vírus induz atrofia 

das microvilosidades no intestino delgado e morte por apoptose e necrose de células do tecido 

linfóide e células ciliadas do epitélio respiratório (10). O papel da inflamação no surgimento 

dos sintomas durante a infecção por HBoV também não é entendido. Um trabalho recente 

(66) mostrou que citocinas de ambos os padrões, Th1 e Th2, estavam aumentadas em crianças 

infectadas com HBoV e com bronquiolite, mas não foi observado nenhum padrão polarizado 

da resposta imune. 

 

1.4.2-) 

 Em 2007, Vicente et al. (20) ao investigar a prevalência de HBoV em crianças com 

sintomas respiratórios na região Basca da Espanha observaram que duas delas também tinham 

diarréia. Baseando-se no fato de que BPV causa diarréia em bezerros, esses autores 

investigaram a presença de HBoV nas fezes dessas duas crianças. Interessantemente, HBoV 

foi encontrado em ambas as crianças, e nenhum outro agente causador de diarréia foi 

encontrado, sugerindo que esse vírus cause gastroenterites em crianças. Com esses dados em 

mãos os autores investigaram a prevalência de HBoV nas fezes de 527 crianças com 

gastroenterites e observaram que em 9,1% o vírus foi detectado. Com isso, os autores 

levantaram a hipótese de que HBoV pode estar associado a quadros de gastroenterites em 

crianças e que a excreção nas fezes pode ter um papel importante na transmissão desse vírus. 

Bocavirus humano e doenças do trato digestório. 

 A partir desse estudo, vários trabalhos têm relatando a presença de HBoV nas fezes de 

crianças ao redor do mundo (19, 67-69) em freqüências variando de 0,8% a 4,6% (67, 69). 

Entretanto, muitos desses trabalhos não confirmam o que foi sugerido por Vicente et al. 

(2007) e indicam que HBoV aparentemente não possui um papel causal em gastroenterites em 

crianças (67-69). 

 



42 
 

1.4.3-) 

 Diversos membros da família Parvoviridae possuem a capacidade de causar viremia, 

sendo freqüentemente detectados no sangue. Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos e 

o tropismo tecidual de HBoV. Um estudo realizado por Kantola et al., 2008 (70) utilizando o 

soro pareado de 117 crianças com chiado mostrou que a infecção respiratória por HBoV são 

sistêmicas, levam a uma resposta de células B e pode ser diagnosticada sorologicamente. Além disso, 

os autores mostraram que o diagnóstico sorológico de HBoV é correlacionado com altas cargas virais 

nos lavados nasofaríngeos (LFNs) e com viremia. Nesse estudo, 49% das crianças positivas para 

HBoV por PCR tinham anticorpos IgM anti-HBoV e 73% tinham anticorpos IgG. Todos os pacientes 

com alta carga de HBoV nos LFNs tinham altos títulos de IgM, PCR positivo para esse vírus no 

sangue (indicando viremia) e não apresentavam infecção com nenhum outro vírus respiratório. Além 

disso, um trabalho publicado por Allander et al. 2007 (18) também detectou de maneira 

freqüente o DNA de HBoV em amostras de soro de pacientes com chiado agudo. 

Bocavirus e doença sistêmica, lesões da pele, otite média aguda e inflamação tonsilar. 

 Portanto, hoje se sabe que HBoV pode ser detectado nas secreções respiratórias, nas 

fezes e no sangue, mas ainda não se conhece quais são as células infectadas, quais os nichos 

replicativos desse vírus e se ele pode infectar outros tecidos. Alguns trabalhos detectaram 

HBoV em pacientes com erupções da pele, mas nenhuma relação causal foi observada (4, 65, 

71). 

 Em um trabalho recente, Longtin et al. 2008 (6) observaram uma alta freqüência de 

HBoV (aproximadamente 45%) em LFNs de pacientes controle, que não apresentavam 

sintomas de infecção do trato respiratório.  Esses pacientes (que eram na sua maioria crianças) 

não tinham sintomas respiratórios, mas estavam internados para remoção das adenóides e 

tonsilas, pois eles apresentavam complicações clínicas devido à inflamação desses tecidos, 

tais como apnéia noturna, otite média e tonsilite crônica. Isso sugere uma ligação direta entre 

esse vírus e a inflamação desses tecidos. Para testar essa hipótese, Lu et al., 2008 (21) 

analisaram as tonsilas nasofaríngeas ou adenóides e as tonsilas da língua e do palato de 164 

crianças submetidas à adenoidectomias e tonsilectomias de rotina. Eles encontraram HBoV 

nos linfócitos tonsilares de 53 crianças, sugerindo que HBoV pode estabelecer infecção nos 

linfócitos de mucosa e assim contribuir para a hiperplasia tonsilar em crianças jovens. Talvez, 

assim como em BPV, as tonsilas sirvam como um dos sítios primários de replicação de 

HBoV.  
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1.5-) Diagnóstico, tratamento e prevenção. 

  

O diagnóstico laboratorial de HBoV tem sido realizado predominantemente em 

lavados e “swabs” nasofaríngeos por métodos moleculares, baseados na metodologia de PCR, 

uma vez que métodos baseados em cultura viral, modelo animal e detecção de antígenos por 

anticorpos ainda não foram desenvolvidos ou, quando foram, não se tornaram disponíveis 

comercialmente (1, 29, 52, 72, 73). Até o momento, a região do genoma mais usada para o 

desenho dos iniciadores é a que codifica o gene NP1 (1). Para estudos filogenéticos ou de 

variabilidade, a região codificadora de VP1 e VP2 é mais adequada para o desenho de 

iniciadores, visto que essa região do genoma possui maior variabilidade (28). 

Diversas metodologias de PCR em tempo real têm sido utilizadas para a detecção 

desse vírus, incluindo aquelas que utilizam o “Sybr Green” (uma molécula intercalante de 

DNA, que se liga em DNA de fita dupla formado durante a reação de PCR) e aquelas que 

utilizam sondas marcadas com fluoróforos específicos (como FAM ou JOE) que se ligam por 

pareamento de bases entre a região de ligação dos dois iniciadores utilizados durante a PCR 

(sistema Taqman – Applied Biosystems) (29, 52, 72, 73). Por ser um vírus recentemente 

descoberto, muito pouco se sabe sobre a sua biologia e seus mecanismos de transmissão. 

Conseqüentemente, não existem medidas de tratamento e prevenção disponíveis. 
Resumidamente, o bocavirus humano é um vírus recentemente descoberto que 

aparentemente está relacionado a doenças respiratórias predominantemente na infância. Ele 

vem sendo detectado em várias regiões do mundo, com freqüência que varia entre 1,5% a 

19%, dependendo da faixa etária e das características clínicas dos pacientes analisados. 

Aparentemente, esse vírus está associado a quadros de bronquiolite, pneumonia, crupe, 

bronquite obstrutiva e exacerbação de asma, principalmente em crianças menores de dois 

anos. Entretanto, a relação causal entre HBoV e os quadros clínicos descritos acima ainda não 

foi confirmada. A alta freqüência de co-infecção com outros vírus respiratórios conhecidos, 

como HRSV, HRV e FLU soma-se à ausência de modelos animais e de evidências 

experimentais, para por em dúvida essa associação. Pouca se sabe sobre a biologia desse 

vírus, incluindo sua variabilidade, rotas de transmissão, sítios replicativos e mecanismos de 

patogenicidade. No Brasil, nenhum estudo sistemático sobre a presença desse vírus no trato 

respiratório foi feito. Apenas dois trabalhos do nosso grupo de pesquisa relatam a presença 

desse vírus em vias aéreas de pacientes com IRA em nosso país (45, 74). Por isso, a 

realização de um estudo sistemático, analisando a prevalência, carga viral e diversidade de 

HBoV em nossa região encontra-se justificado.  

http://www.appliedbiosystems.com.br/�
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2. OBJETIVOS 

 
2.1-) Objetivo Geral.  

 O objetivo geral deste projeto foi detectar e seqüenciar o genoma de HBoV em 

amostras de secreção respiratória coletadas de pacientes atendidos em unidades de saúde de 

Ribeirão Preto com sintomas de IRA, verificando a existência de relação entre os quadros 

clínicos e a carga viral. 

 

2.2-) Objetivos Específicos. 

• Determinar a freqüência de detecção de HBoV em crianças e adultos com IRA 

e assintomáticos atendidos durante os anos de 2005, 2006 e 2007 no Hospital 

das Clínicas de Ribeirão Preto da Faculdade de Medicina da USP (HCFMRP-

USP) e no Hospital Santa Lydia, ambos na cidade de Ribeirão Preto. 

• Determinar a freqüência de co-infecção por outros vírus respiratórios 

conhecidos [vírus sincicial respiratório (HRSV), rinovírus (HRV), influenza 

(FLU), parainfluenza (HPIV), Metapneumovirus (HMPV), Adenovírus 

(HAdV) e coronavirus (HCoV)] nos pacientes positivos para HBoV. 

• Determinar a carga viral de HBoV nos lavados nasofaringeos por PCR em 

tempo real utilizando o sistema “Taqman” (Applied Biosystems ®, Foster City, 

CA). 

• Determinar a presença de indícios de replicação de HBoV no LNFs dos 

pacientes estudados 

• Sequenciar o genoma completo de cepas de HBoV de pacientes atendidos em 

Ribeirão Preto e em Salvador, BA. 

• Estudar a filogenia de genoma completo dessas cepas de HBoV e de 

seqüências depositadas no GenBank. 

• Verificar a existência de mutações e possíveis associações com quadros 

clínicos, distribuição geográfica e carga viral.  

• Clonar e expressar uma das proteínas do capsídeo de HBoV. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• HBoV circula em crianças e adultos com sintomas de infecção do trato respiratório no 

Brasil. 

• A freqüência de detecção de HBoV é maior em crianças menores de cinco anos do que 

na população de pacientes maiores de cinco anos com sintomas de infecção do trato 

respiratório.  

• A freqüência de HBoV varia de ano para ano. 

• HBoV circula durante quase todos os meses do ano. 

• A sazonalidade de HBoV não está associada com os meses de maior distribuição de 

HRSV.  

• A freqüência de diarréia é maior em pacientes com HBoV do que em pacientes com 

IRA de outras etiologias. 

• A freqüência de co-infecção entre HBoV e os outros vírus respiratórios é alta. 

• A carga viral de HBoV por PCR em tempo real é maior em pacientes com infecção 

exclusiva por esse vírus do que em pacientes com co-infecção. 

• A normalização por β -actina é importante para uma acurada quantificação desse vírus 

nos lavados nasofaríngeos. 

• A freqüência de diarréia é maior nos pacientes com infecção apenas por HBoV do que 

nos pacientes com co-infecção. 

• Existe associação entre alta carga viral e diarréia nos pacientes menores de cinco anos 

com sintomas de IRA. 

• O seqüenciamento do genoma completo mostrou que a diversidade genética entre 

HBoV é baixa. 

• É possível clonar e expressar a proteína VP2 do capsídeo viral de HBoV em S. 

cerevisiae PEP2 (Y258) 
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