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RESUMO

AMARAL, L. M.B. Epidemiologia e caracterizacdo molecular do virus Parainfluenza
Humano 1, 2 e 3 em criancas atendidas no Hospital Universitario, no ano de 2007, Sao
Paulo , Brasil.

O objetivo do presente trabalho é descrever o perfil epidemiolégico e molecular dos virus
parainfluenza em criancas menores de 5 ano de idade, com infeccédo das vias respiratorias. Por
tanto, aspirados de nasofaringe de 742 criancas foram examinadas para os virus parainfluenza
humano(HPIV1, HPIV2 e HPIV3), hRSV, hMPV e IA e IB pela técnica de RT-PCR, durante
0 ano de 2007. Ao todo foram identificados 52(7%) parainfluenza virus, sendo 9(17,3%)
HPIV1, 8(15,4%) HPIV2 e 35(67,3%) HPIV3. Destas, 12 (23%) foram casos de coinfecgdes,
sendo 3 (25%) de HPIV3 com VRS, 3 (25%) com MPV e 3 (25%) com HPIV1 e 1(8,33%)
com HPIV2; além de 1(8,33%) do HPIV1 com hVSR; e 1(8,33%) de HPIV2 com o hMPV.
Com relacdo ao setor de atendimento, dos 52 pacientes com HPIV, 8(5%) dos casos foram
atendidos no PA; 38(8,4%) na ENF; 6(18,2%) na UTI. Obtivemos, no estudo, 21(5,3%)
criancas do sexo masculino com infeccdo por HPIV e 31(9%) de sexo feminino. Quanto a
idade, as criancas entre 1més a 23meses foram as mais frequentemente infectadas. Com
relacdo ao diagndstico clinico tivemos 19(36,5%) casos com bronquiolites, 13(25%) casos
com pneumonia, 7(13,4%) com broncopneumonia, 2(3,9%) de casos de dispnéia e 2(3,9%) de
IVAS, além de 9(17,3%) sem informacdo da sintomatologia. A sazonalidade do HPIV foi
marcada pela circulacdo do HPIV3 durante o ano inteiro, com maior incidéncia em
outubro(primavera). O HPIV 1 e 2 se alternaram durante o ano, onde o HPIV1 circulou no
primeiro semestre com maior incidéncia no més de abril e maio e o HPIV2 circulou no
segundo semestre com maior incidéncia em outubro, coincidindo com o HPIV3. O Estudo
filogenético dos HPIV1 demonstrou 9 mutacdes nucleotidicas, sendo que 4 sdo caracteristicas
das amostras brasileiras. Entretanto, quando feito a transducdo para aminoacido, apenas uma
mutacdo foi ndo silenciosa, onde observamos a mudanga de Glicina, nas amostras do
Genbank, para Argenina, nas amostras brasileiras, deixando-as em um clado Unico na
topologia da arvore obtida. O HPIV3 apresentou 4 subgrupos distintos durante 0 ano e suas
mutacdes tanto nucleotidicas quanto de aminoacidos foram todas silenciosas. Em concluséo o
virus parainfluenza representaram a 3* maior causa de infeccdo das vias respiratdrias

inferiores, precedido pelo virus respiratorio Sincicial e 0 Metapneumovirus.

Palavra chave: HPIV tipo 1, 2 e 3, Epidemiologia, Variabilidade genética.



AMARAL, L. M. B.Molecular characterization and epidemiology of Human
parainfluenza virus isoled from children below five years old hospitalized at the
University Hospital, USP, in 2007, Sdo Paulo-Brasil

The goal of the present work was to characterize the epidemiologic and molecular profile of the
parainfluenza virus in children with less than 5 years of age and presenting respiratory tract infection.
Human parainfluenza (HPIV1, HPIV2, HPIV3), and hRSV, hMPV e IA e IB were evaluated in
nasopharyngeal aspirate from 742 children by RT-PCR during the year of 2007. Human parainfluenza
was identified in 52(7%) of the samples, which include 9(17,3%) HPIV1, 8(15,4%) HPIV2 and
35(67,3%) HPIV3 17,3% (n=9). Among the 52 cases with parainfluenza, 12 (23%) presented
coinfection with other viruses: 3 (25%) coinfection with HPIV3 and VRS, 3 (25%) MPV , 3 (25%)
HPIV1, 1(8,33%) HPIV2 . In addition, it was observed 1(8,33%) of cases with HPIV1 and hVSR; and
1(8,33%) of cases with HPIV2 and hMPV. With respect to the clinical care of the 52 patients with
HPIV, 8(5%) were treated at the ER ; 38(8,4%) at the ENF and 6(18,2%) at the ICU. With respect to
gender, a total of 21(5,3%) of the participants with HPIV infections were male and 31(9%) were
female. The prevalent age range of participants with infections was 1-23 months of age. The following
clinical parameters were observed: bronchiolitis 19(36,5%), pneumonia 13(25%), bronchopneumonia
7(13,4%), dyspnea 2(3,9%) and IVAS 2(3,9%). No clinical information was available for 9(17,3%)
cases. HPIV3 infections were detected all year long with an incidence peak in October (Spring).
HPIV1 and 2 infections were intercalated during the year. HPIV1 was detected during the first
semester with peaks of incidence in April and May whereas HPIV2 was detected during the second
semester with peaks of incidence in October, coexisting with HPIV3. HPIV1phylogenetic studies
revealed 9 genetic mutations. 4 out of the 9 mutations are exclusively found in the Brazilian
population. However, only one of these 9 mutations is non-silent and causes a Glycine to Argenine
substitution. When compared to other Brazilian sequences in the GenBank, this observation revealed
um clado Unico na topologia da arvore obtida. HPIV3 genotyping included 4 distinct groups detected
all year long. All mutations observed in HPIV3 were silent. In conclusion, the parainfluenza virus
represent the 3rd major cause of infection of the lower respiratory tract, following the sincicial

respiratory virus and the Metapneumovirus.

Keywords: HPIV type 1, 2 and 3, Epidemiology, Genetic Variability.



1. INTRODUCAO

As infeccbes do trato respiratério sdo responsaveis por uma variedade de
quadros clinicos que compreendem desde manifestacbes mais leves, como o
resfriado comum até as sindromes respiratorias graves, representadas por
bronquiolites e pneumonites (BOIVIN et al., 2003; HALL, 2001). O estudo das
doencas respiratérias causadas por virus € de grande interesse quando se constata
que a grande maioria das infec¢des respiratorias observadas na préatica médica de
todo o mundo é de etiologia viral (ARRUDA et al., 1991; COLLINS et al., 2001).
Estudos epidemiologicos conduzidos em diferentes regides geograficas
demonstraram que o Virus Respiratorio Sincicial Humano (Human Respiratory
Syncytial Virus - HRSV), Virus da Parainfluenza (Human Parainfluenza Virus —
HPIV), Virus da Influenza (Human Influenza Virus — IV), Adenovirus (Human
adenovirus — HAdV) e mais recentemente o Metapneumovirus Humano (human
Metapneumovirus - HMPV) sdo os principais patdogenos associados as infec¢des do
trato respiratério inferior em menores de cinco anos de idade (GARCIA et al., 2001;
IWANE et al., 2004);

Muitos trabalhos descrevem o perfil epidemiolégico de diversos virus, mas
existem poucas informacdes publicadas na América do Sul que descrevem o perfil
clinico-epidemioldgico e molecular do virus Parainfluenza Humano em criancas.

O objetivo deste trabalho é descrever um perfil epidemiolégico e molecular do
virus Parainfluenza Humano em criancas menores de 5 anos de idade atendidas
com infecc¢des respiratorias no Hospital Universitario (HU), da Universidade de S&o

Paulo durante o ano de 2007.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O primeiro isolamento do virus da Parainfluenza Humano ocorreu no ano de
1956 por Chanock e colaboradores na cidade de Cincinnati, EUA, a partir de estudos
realizados em criancas com laringotraqueobronquites (crupe) e outras doencas do
trato respiratério (CHANOCK et al., 1956; CHANOCK et al., 1958; JOHNSON et al.,
1959; CHANOCK et al., 1979).

Técnicas de cultura celular e o isolamento do virus pelo método de
hemadsorcdo desenvolvido por Vogel e Shelokov (1957), foram utilizadas na
identificacdo de diferentes linhagens de Influenza A, porém, grande parte dos
agentes encontrados ndo pertencia a nenhuma das espécies de Influenza. Estes
agentes, outrora classificados como nao Influenza, pareciam formar dois novos
grupos de Myxovirus, provavelmente responsaveis por doencas respiratorias em
criancas (ANDREWES et al., 1955; GLEZEN et al.,, 1989) nomeou-os de Croup-
Associated virus (CA).

Posteriormente, em 1958, duas linhagens do virus da Parainfluenza Humano
foram identificadas e designadas Hemadsor¢cao 1 (HA-1) e Hemadsorgéao 2 (HA-2)
as quais apresentavam propriedades bioldgicas semelhantes aos CA virus, porém
suas caracteristicas antigénicas eram distintas (JOHNSON et al., 1959).

Desta forma, os virus foram reclassificados, sendo o virus HA-2 denominado
Parainfluenza 1, os CA virus, Parainfluenza 2, e o HA-1, Parainfluenza 3
(ANDREWES et al., 1969). O virus da Parainfluenza 4 foi somente isolado no ano de
1960 (JOHNSON et al., 1959). O termo parainfluenza foi originalmente criado devido

a mesma nhatureza das infec¢des respiratoria e das propriedades morfoldgicas e



fisiolégicas da particula do virus, incluindo a presenca de envelope lipidico e

neuraminidase e hemaglutinina (COLLINS et al., 2007).

2.1 Classificacao

De acordo com o Internacional Committee the Taxonomy of Viruses (ICTV) o
virus Parainfluenza Humano pertence a familia Paramixoviridae, subfamilia
Paramyxovirinae, estando as espécies HPIV1 e HPIV3 no género Paramyxovirus e
as espécies HPIV2 e HPIV4 sub-tipos 4A e 4B no género Rubulavirus.

Esta segregacdo do Virus Parainfluenza Humano entre os Géneros
Respirovirus e Rubulavirus foi baseada em distintas caracteristicas: (a) existe uma
diferenca nas proteinas; enquanto o género Paramixovirus tem a presenca da
proteina C o Rubulavirus possui um gene adicional que codifica a proteina SH além
de ter uma proteina P pequena; (b) regides intergénicas do Paramixovirus possuem
trinucleotideos conservados, enquanto no Rubulavirus estes nucleotideos sé&o
variaveis, em comprimento e conservacao; (c) os detalhes de edicdo do RNA
diferem entre os dois género. O Rubulavirus tem uma maior diversidade na
organizacdo do genoma e na sequéncia de nucleotideos e aminoacidos do que o
Paramixovirus (COLLINS et al.,2007).

Os virions sdo pleomorficos, com diametro variando entre 150 e 300
nanébmetros (nm), com o formato variando de aproximadamente esférico a
filamentoso (figura 1).0 envelope é composto por uma camada bi-lipidica e por
glicoproteinas de superficie.O nucleocapsideo helicoidal (com didmetro de cerca 18
nm) é formado pelo genoma, composto por uma fita simples de acido ribonucléico

(RNA) com polaridade negativa, com 15,4 x 10° nucleotideos; pela nucleoprotina NP,



ligada firmemente a molécula de RNA; e por outras proteinas: a fosfoproteina
(proteina P) e a proteina “ Large” (L), que se apresenta de forma descontinua no
virus. A nucleoproteina (NP) é a proteina mais abundante do virion, e, juntamente
com as proteinas P e L, é tida como responsavel pela atividade de RNA polimerase

RNA polimerase-dependente (VAINIONPAA, HYYPIA, 1994; PIEDRA et al., 1997).

Figura 1. Micrografia eletrdnica do HPIV 3. As glicoproteinas de superficie séo visualizadas com um
aumento de 275.000 vezes (HENRICKSON, 2003).

O envelope viral contém duas glicoproteinas especificas do virus: a
glicoproteina de fusdo (F) e a hemaglutinina-neuraminidase (NH) (Figura 2). A
proteina F é sintetizada na forma de um precursor inativo, que € clivado por
proteases celulares para gerar sua forma ativa. A presenca de uma protease na
célula, capaz de clivar a proteina precursora é importante na determinacdo do
tropismo celular e da viruléncia do agente. A proteina F esta envolvida na hemdlise,
fus@o celular,penetragdo do virus na célula e sintese de anticorpos neutralizantes
(HENRICKSON, 2003). Esta proteina € um tetramero ligado por pontes dissulfeto,

sendo composta por um polipeptideo distal (F2) e um proximal (F1) ancorados no

envelope. (VAINIONPAA; HYYPIA, 1994). A glicoproteina NH é a molécula que se



liga aos receptores das células susceptiveis (moléculas contendo &cido siélico),
mediando a adsorcdo do virus. Esta glicoproteina apresenta atividade de
hemaglutinina e neuraminidase (WRIGHT, 2005).

A superficie de glicoproteinas € responsavel por diversas atividades
bioldgicas. A atividade de hemaglutinina da glicoproteina NH € mediar a adsor¢céao do
virus na célula hospedeira para que a infeccdo tenha inicio. Apos a infeccado, a
atividade de neuraminidase da HN cliva seu receptor de &acido sialico para a
liberacdo dos virions. A proteina F media a fusdo entre o envelope viral e a
membrana plasmatica da célula hospedeira.

A proteina M da matriz é altamente conservada e hidrofobica.Ela liga o
envelope ao nucleocapsideo. A dupla camada lipidica que compde o0 envelope

apresenta estrutura idéntica a membrana celular do hospedeiro (VAINIONPAA;

HYYPIA, 1994).
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Figura 2. Representagdo esquematica do virus Parainfluenza. Podemos observar a bicamada lipidica,
Proteinas da Matriz (M), Tetramero HN, Proteina F, Peptideo de Fuséo, Fosfoproteina (P), Proteina
do Nucleocapsideo (NP) e Proteina L (Moscona, 2005).

O genoma viral € formado por uma fita de RNA linear, ndo segmentada, com
polaridade negativa (Figura 3). A organizacdo do genoma viral segue a ordem:3 NP-
P/C/V-M-F-SH-HN-L 5(FIG). A auséncia e/ou presenca do gene SH determina a
divisdo do virus Parainfluenza em dois grupos.

O primeiro grupo que nao contém o gene SH, inclui o virus Parainfluenza 3
(HPIV3), o virus Sendai e o virus da doenca de Newcastle; o segundo grupo que
contém o gene SH, inclui osparainfluenzas virus de animais, HPIV5 e o virus do
sarampo. A nucleoproteina NP € importante para a estabilidade do material genético

viral (PIEDRA et al., 1997).
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Figura 3. Esquema do mapa genético do HPIV ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov )

Os virus da Parainfluenza Humano1l, 2 e 3 estdo incluidos entre um dos mais
importantes patégenos do trato respiratério em recém-nascidos e criangas somente
precedido pelo virus Respiratério Sincicial (RSV),enquanto doencas causadas pelo
HPIV4 ocorrem com menor freqiéncia e a doengca menos severa (GLEZEN et al.,

1989; COLLINS et al.,2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

A cada ano, nos Estados Unidos, mais de 5 milhdes de infec¢cdes do trato
respiratorio inferior, causadas por virus sdo documentadas em criangas com menos
de 6 meses de idade Os virus da Parainfluenza Humano tipos 1, 2 e 3

( HPIV1,HPIV2 e HPIV3) sdo responsaveis por aproximadamente um terco
destas infeccbes (DENNY et al., 1986; HENRICKSON et al., 1994), provocando
consideravel diversidade epidémica e manifestacbes clinicas que variam desde
infeccbes amenas das vias respiratérias superiores até formas graves e prolongadas
de infeccdes respiratérias das vias inferiores, tais como crupe, bronqueolites e
pneumonia (GARCIA et al., 2002).

O HPIV1 é a principal causa de crupe (laringotragueobronquite) em criancas.
E uma inflamacéo virética aguda do trato respiratorio superior (nariz, faringe e
estruturas associadas) e inferior (laringe, traquéia, bronquios e pulmdes),
caracterizada por estridor inspiratorio, edema subglético e angustia respiratéria, mais
pronunciada nas inspiragdes (HENRICKSON, 2003). O HPIV2 tem manifestagdes
clinicas semelhantes ao HPIV1, entretanto enfermidades graves sao menos
freqientes. Os dois tipos também afetam idosos e imunocomprometidos
(MORRISON-SMITH, 1983; DENNY et al., 1986; WENDT et al., 1992). O HPIV3 é o
segundo maior causador de pneumonia e bronqueolite em recém-nascidos com
menos de 6 meses de vida (WELLIVER et al., 1982; MONTO et al., 1983; GLEZEN
et al., 1984; HENDERSON et al., 1987; MOSCONA et al., 1990).

Poucos relatos referentes as infec¢des envolvendo o HPIV-4 foram descritas
provavelmente, devido a sua baixa patogenicidade e manifestacdes clinicas mais
amenas (LAU et al., 2005). O que leva muitos pacientes a ndo procurarem o0 Servi¢co
médico. O HPIV4 é raramente isolado em laboratorio , devido a dificuldade de

visualizacéo do efeito citopatico em culturas celulares (GARDENER et al.,1996).



Muitos estudos no mundo todo tém mostrado a importancia dos virus nas
doencas do trato respiratorio. A incidéncia de amostras positivas para pelo menos
um agente viral em criancas com doencas respiratorias varia de 25 a 35% até cerca
de 60% dos casos entre as diversas populacdes estudadas. Essa variacdo pode
ocorrer devido a diferencas nos métodos de diagnosticos utilizados e diferencas dos
tipos de agentes etiologicos pesquisados (CRUZ et al.,1987; KIM et al., 2000; TSAI
et al., 2001; MONTO, 2002; STRALIOTTO et al., 2002; MOURA et al., 2003; LEGG
et al., 2005; KUSEL et al., 2006). No Brasil, estudos tém demonstrado que a
frequéncia de virus identificados em criangcas com sintomas respiratorios variam de
24 a 60% (ARRUDA et al., 1991; NASCIMENTO et al., 2001; STRALIOTTO et al.,
2002; MOURA et al., 2003; COSTA et al., 2006).0s virus respiratorios mais
freqientemente encontrados sdo semelhantes em diversas regiées do mundo onde
as investigacdes ja foram realizadas (DENNY JR, 1995). Entre os agentes virais
responsaveis por causarem doencas respiratdrias em criangas, 0S mais comumente
identificados em diversos paises, inclusive no Brasil, segundo dados da Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) em 2005 sao: virus sincicial respiratério, influenza ,
parainfluenza 1, 2 e 3, adenovirus. Em S&o Paulo, no mesmo periodo, em relacéo
ao total de atendimentos, mostrou-se um comportamento semelhante com o do
Brasil.

Outro estudo realizado em Uberlandia, Triangulo Mineiro (MG), detectou 45%
de positividade para virus respiratorios em criancas menores de 5 anos de idade. O
hRSV foi responsavel por 27,5% dos casos investigados, seguido pelos virus
Parainfluenza (9,2%), Influenza A (4,2%) e Adenovirus (4,2%) (CARVALHO et

al.,2005).



Estudos tém mostrado diferencas na sazonalidade dos, virus entre regides de
clima tropical e temperado. Em regibes de clima temperado, a incidéncia das
doencas respiratorias ocasionadas por agentes virais, aumenta no inverno (KIM et
al., 2000; PORTILLO; CRUZ, 2000; MACEDO et al., 2002; LEGG et al.,, 2005;
KUSSEL et al., 2006). J4 nas regides tropicais essa relacdo se € menos evidente,
havendo maior incidéncia das infeccbes nos meses mais chuvosos (MOURA et al.,

2003; ARRUDA et al., 1991).

2.2 Replicagéao

A replicacdo do virus ocorre no citoplasma. Como o RNA viral tem polaridade
negativa, € necessario que haja uma sintese de uma fita positiva, que tera funcéo de
RNAm, para a sintese das proteinas virais.Novas fitas negativas sado, entdo
sintetizadas a partir do RNAm, para formacdo de novos virions. Os virions serdo
liberados por exocitose (VAINIONPAA HYYPIA.1994; PIEDRA et al,1997). (Figura

4).
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Figura 4 - Esquema de replicacdo do Parainfluenza virus. ( The Journal of Clinical Investigation
http://lwww.jci.org).

2.3 Epidemiologia do virus Parainfluenza Humano

Os virus Parainfluenza sdo causadores de doencas respiratorias em todo
mundo (HENRICKSON, 2003). Em estudos prévios, ndo foram relatadas diferencas
na infec¢cdo por Parainfluenza em relagdo ao sexo. Quanto a idade, a maioria das
infecgbes pelo HPIV1 ocorre entre 6 aos 36 meses, com incidéncia maior no
primeiro ano de vida. O HPIV2 tem seu pico de incidéncia entre 1 a 2 anos de idade,
ja o HPIV3, acomete criancas mais novas ( HENRICKSON, 2003). Reinfec¢bes sao
frequentes ao longo da vida, pelos quatro subtipos (PIEDRA et al., 1997; GLEZEN,
1994).

Depois das infec¢Bes por HRSV, o Parainfluenza 1, 2 e 3 é o segundo maior

causador de doencas respiratérias em criancas.(ECHEVARRIA et al.,1998;



PORTILLO, 2000; KUSEL et al.,, 2006). No Brasil, varios estudos revelam a
identificacdo do Parainfluenza em casos de doencas respiratorias (ARRUDA et al.,
1991; NASCIMENTO et al.,1991; STRALIOTTO et al., 2002; MOURA et al., 2003;
COSTA et al.,, 2006). Dos quatro tipos de virus Parainfluenza humano, o mais
freqiente em criancas menores de lano de idade € o HPIV3 (TSAI et al., 2001;
STRALIOTTO et al., 2002; MOURA et al., 2003).

Os virus Parainfluenza possuem um comportamento sazonal variavel em
diferentes localizacBes geograficas. Entretanto, em algumas regides, as infeccbes
causadas pelo virus HPIV1, 2 e 3 ndo apresentam comportamento sazonal definido
(TSAI et al., 2001).Estudos americanos, mostraram um comportamento sazonal do
HPIV1, com epidemias no outono em anos impares (MARX et al., 1997; MONTO
2004; FRY et al., 2006).J4 o HPIV2, com freqiéncia menor que o HPIV1 e 3, vem
sendo detectado nos anos pares (IRMEN, 2002; MONTO, 2004; FRY et al., 2006) ou
de forma esporadica (KNOTT et al., 1994). Algumas infec¢cdes com o HPIV2 tém
ocorrido bianualmente com o HPIV1 ou em anos alternados (HENRICKSON, 2003).

O HPIV3, é o mais frequente, podendo ser identificado ao longo de todo ano.
Nos Estados Unidos, € mais freqliiente em alguns periodos: na primavera, indo até o
outono (KNOTT et al.,, 1994; WEINBERG, 2006) ou final do invernol/inicio da
primavera (GLEZEN, 1994). No Brasil, um estudo, realizado na cidade de Porto
Alegre, mostrou que a maior incidéncia do HPIV3 encontrada foi no final do inverno
e comeco da primavera (STRALIOTTO, 2002). JA em Salvador (BA), o HPIV3,
circulou quase o ano todo, sem sazonalidade marcante (MOURA et al., 2003).

Devido a baixa frequiéncia do HPIV4, ainda néo foi possivel estabelecer um

padrao sazonal deste virus (WRIGHT, 2005; FRY, et al., 2006).



2.4 Transmissao

A transmissdo dos virus Parainfluenza ocorre principalmente por meio do
contato direto com secrecdes respiratorias, que podem estar presentes em objetos
contaminados ou nas maos de pessoas infectadas; ou pela via respiratdria, por
inalacdo de goticulas de secrecdes eliminadas durante a fala, tosse ou espirros. O
virus € eliminado nas secrecfes respiratérias de pacientes infectados durante
aproximadamente uma semana, embora este periodo possa variar de acordo com a
idade, numero de infec¢des prévias e gravidade da infeccdo (AITKENS et al., 2001;
PIEDRA et al., 1997). Em um estudo, o HPIV3-3 pbde ser recuperado das secrecdes
respiratorias até 38 dias apds o inicio dos sintomas (FRANK et al., 1981). O virus
pode infectar o hospedeiro ao entrar em contato com as mucosas nasal ou ocular
(AITKENS et al., 2001; PIEDRA et al., 1997). Este pode permanecer infectante por
até 10 horas em superficies ndo porosas, como 0 aco inoxidavel, mas tem sobrevida
menor, de até 4 horas, em superficies absortivas, como tecidos (BRADY, 1990).
Apés a contaminacdo experimental dos dedos com o HPIV3, demonstrou-se que o
virus perdeu mais de 90% de sua infectividade ap6s 10 minutos, o que sugere uma
importancia menor das maos na transmissdo do que previamente se supunha
(ANSARI et al., 1991). O ressecamento de superficies em que o virus foi
experimentalmente aplicado, apesar de reduzir os indices de recuperacdo do

agente, ndo eliminou os virus viaveis (BRADY, 1990).



2.5 Patogénese

A inoculacéo primaria do virus Parainfluenza ocorre na superficie da mucosa
nasal. Os primeiros sintomas incluem rinorréia e sdo observados depois de dois a
quatro dias de incubacédo. O curso usual da infeccdo, apds a via respiratoria superior
ser afetada ,apresenta uma lenta recuperacdo, esta enfermidade pode
ocasionalmente ser complicada devido a ocorréncia de otites. Em casos mais graves
a infeccdo pode atingir a via respiratéria inferior, provavelmente devido a aspiracao
de secrecdo, provocando bronquiolite ou pneumonia. A viremia € pouco frequente,
contudo este virus ja foi isolado do sangue de criancas com infeccdo respiratoria
aguda (VAINIONPAA, HYYPIA.1994) .

Em aproximadamente 25% dos casos ocorre envolvimento das vias
respiratorias inferiores, 2 a 3% podem vir a se tornar a forma grave de
laringotraqueobronquite (crupe). A infeccdo persistente com replicacdo viral ativa
pode ser demonstrada in vitro e in vivo (LENNETTE et al., 1999). Os danos celulares
causados pela infeccdo incluem a destruicdo direta das células pelo virus e os
efeitos da resposta imune que consistem na formacdo de complexos de antigeno —
anticorpo, resposta alérgica devido a Imunoglobulina E (IgE), ativacdo de células T,
ou hipersensibilidade tardia .(VAINIONPAA, 1994). A IgE especifica para o
Parainfluenza e a histamina provavelmente contribuem para a severidade da doenca
em criancas (WELLIVER et al.,, 1982). Mdltiplos sorotipos e a curta duracdo da
imunidade apos infecgéo natural tornam a reinfeccdo comum, sugerindo imunidade

parcial (MURRAY et al., 1992).



2.6 Aspectos clinicos

Os virus Parainfluenza ja foram associados a um amplo espectro de doencas
respiratorias, com comprometimento das vias aéreas superiores ou inferiores, porém
alguns dos seus subtipos tém relacdo mais frequiente com sindromes especificas.
Além disso, as reinfeccfes costumam ser menos graves que as infeccdes primarias,
gue geralmente ocorrem em idades precoces (GLEZEN et al., 1984; HALL, 2001;
HENRICKSON, 2003; MEISSNER, 2005). As IVAS (infeccbes das vias aéreas
superiores) sdo as manifestagcdes mais freqientes da infeccdo por Parainfluenza,
principalmente em hospedeiros imunocompetentes (criancas ou adultos). Apdés um
periodo de incubacdo que varia entre dois e quatro dias, comecam 0s sintomas,
semelhantes aos de um resfriado comum: coriza, obstrucdo nasal, tosse, faringite,
febre, que duram cerca de quatro dias. As IVAS tém geralmente resolucéo
espontanea, embora possam evoluir para a otite média (viral bacteriana), sua
complicagdo mais frequente. Os quatro tipos virais podem ser identificados em
pacientes com IVAS (REED et al., 1997; SUBBARAO, 2003; WRIGHT, 2005).

O crupe € a apresentacao clinica mais caracteristica dos virus Parainfluenza.
E uma sindrome associada com a inflamac&o e obstrucdo da laringe e da traquéia, e
se caracteriza clinicamente pela presenga de estridor inspiratorio, tosse “canina’,
dispnéia e rouquiddo; atingindo criangas entre 0s seis meses aos seis anos de
idade, com incidéncia maxima no segundo ano de vida (MARX et al.,, 1997;
BASANTA, 2003; KNUTSON; ARING, 2004). A faixa etaria de maior incidéncia
relaciona-se as idades em que o diametro das vias aéreas é menor, particularmente
na regido subglotica, que se torna mais estreita, devido a inflamacdo e ao edema,

levando ao desconforto respiratorio e a rouquiddo ou afonia (BASANTA, 2003). Os



virus Parainfluenza séo responsaveis por 56 a 75% dos casos de crupe (REED et
al., 1997; BASANTA, 2003; HENRICKSON, 2003; SUBBARAO, 2003; WEINBERG,
2006). O crupe é associado principalmente a infec¢des pelo HPIV1 (MARX et al.,
1997; BASANTA, 2003; KNUTSON; ARING, 2004). O HPIV2 também é causa
importante de crupe, embora menos frequente que o HPIV1. Ja o HPIV3 é causa
esporadica de crupe (PIEDRA et al., 1997). Outros agentes, como o HRSV, os virus
influenza A e B, adenovirus, rinovirus ou Mycoplasma pneumoniae, também ja foram
identificados em criancas com crupe (PELTOLA et al.,, 2002; BASANTA, 2003;
HENRICKSON, 2003; KNUTSON; ARING, 2004).

A traqueobronquite , caracteriza-se por tosse sem grande comprometimento
pulmonar. Os Parainfluenzas foram identificados em mais de 25% dos casos, sendo
o HPIV3 mais frequientemente identificado (HENRICKSON, 2003).

Cerca de 90% das bronquiolites é de origem viral .Todos os quatro tipos de
Parainfluenza podem causar bronqueolites entretanto, os HPIV1 e 3 sdo os mais
comumente identificados. , Em criangas hospitalizadas, depois do HRSV, o HPIV3 é

0 segundo causador de bronquiolites (HENRICKSON, 2003).

2.7 Mortalidade

A mortalidade atribuida ao parainfluenza é muito baixa em paises
desenvolvidos, ocorrendo principalmente em recém nascido, imunocomprometidos
ou idosos (HENRICKSON, 2003). Nos paises em desenvolvimento, porém , criancas
estdo sob risco de morte apos infecgdes por parainfluenza, seja pela infeccéo viral

ou infecgOes bacterianas, as infecgbes das vias aéreas inferiores (IVAI) causam de



20 a 30% das mortes pré-escolares, e o virus parainfluenza causam até 10% das

IVAI (BERMAN,1991).

2.8 Diagnéstico Laboratorial

A identificacdo do virus € muito mais dificil em adultos do que em criancas,
provavelmente devido a menor quantidade de virus eliminada pelos adultos
(HENRICKSON, 2003). Os principais espécimes clinicos utilizados para o
diagnostico sdo os aspirados ou lavados nasofaringeos e swabs de orofaringe e/ou
nasofaringe.

Quanto ao método de identificacdo viral, o isolamento em cultura de células
sensiveis ao crescimento do virus tem sido tradicionalmente considerado o “padrao-
ouro” para os virus respiratérios em geral (HENRICKSON, 2003). A identificacdo do
subtipo viral pode ser realizada por meio das técnicas de imunofluorescéncia,
inibicdo da hemadsor¢cédo ou inibicdo da hemaglutinacdo (PIEDRA et al., 1997,
HENRICKSON, 2003). A deteccdo de antigenos virais em espécimes clinicos
segundo o método de imunofluorescéncia indireta (IFI) é mais rapido e de facil
execucdo, embora apresente niveis menores de sensibilidade para os virus
Parainfluenza, quando comparado ao isolamento em cultura e técnicas de biologia
molecular (AGUILAR et al., 2000; KUYPERS et al., 2006).

Nos ultimos anos, tem-se dado grande destaque aos métodos moleculares de
diagndstico, por apresentarem boa sensibilidade, especificidade e rapidez, embora
tenham um custo mais elevado. Para os virus Parainfluenza, é realizada a
conversdo do RNA viral em DNA complementar (transcricdo reversa), seguida da

amplificacdo do DNA, permitindo a identificacao viral com pequenas quantidades de



material clinico (KARRON et al., 1994; ECHEVARRIA et al., 1998; OSIOWY, 1998;
AGUILAR et al., 2000; HENRICKSON, 2003; TEMPLETON et al., 2004; KUYPERS
et al., 2006).

A utilizacdo de oligonucleotideos desenvolvidos para amplificacdo de
fragmentos de genes altamente conservados do genoma viral possibilita a
identificacdo de diferentes géneros destes patdogenos (EUGENE-RUELLAN et al,
1998), tanto em reacdes separadas que compartiihem condicbes de amplificacdo
semelhantes (VAN ELDEN, 2002; WEST, 1999), como pela combina¢cédo de multiplos
oligonucleotideos em uma Uunica reacdo de amplificacdo (AGUILAR, 2000;
FAN,1998; GRONDAHL, 1999; OSIOWY,1998).

Outra técnica utilizada na deteccgéo de viroses respiratorias € o ensaio de RT-
PCR realizado por GeneScan (GS-RT-PCR). O GeneScan (GS) € uma técnica de
analise de fragmentos de DNA baseada na deteccdo automatica de fluorescéncia
durante eletroforese em capilar, utilizada em procedimentos que requerem muita
precisdo no tamanho e quantidade do produto de DNA, incluindo selecdo e
validacdo de polimorfismos como os SNPs (polimorfismos de base Unica — single
nucleotide polymorphisms) , repeticbes microssatélites, insercdes, delegdes.

O GS em aplicacdes de PCR, baseia-se na utilizacdo de um oligonucleotideos
marcado com fluorescéncia e outro nao marcado usado para amplificar um alvo
especifico que gerara produtos de tamanhos esperados. O produto amplificado é
combinado com um padrédo molecular (sizestandard) e submetido a uma eletroforese
em sequenciador automatico de DNA, no qual o produto fluorescente é medido e
quantificado. Erdman et al. (2003), utilizou esta técnica combinada com a RT-PCR

para o desenvolvimento de um ensaio sensivel e especifico, capaz de detectar seis



virus respiratorios diferentes (HRSV, HPIV 1, 2 e 3, e influenza A e B) em amostras
clinicas.

7 CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo permitem tirar as seguintes

conclusoes:

7.1 Os virus parainfluenza(HPIV) representam a terceira maior causa
de infeccdo das vias respiratorias inferiores em criancas menores de 5 anos
de idade, com indice de 7%, sendo precedido pelo virus respiratério sincicial

(HRSV) e pelo metapneumovirus (HMPV).

7.2 O HPIV-3 se revelou como o tipo predominante entre os trés tipos

de virus parainfluenza , ocorrendo em quase todos os meses do ano.

7.3 Os virus parainfluenza dos tipos HPIV1, HPIV2 e HPIV3
apresentaram distribuicdo sazonal bem definida, com picos de incidéncia O
HPIV1circulou no primeiro semestre, maio e abril ; O HPIV2 circulou no
segundo semestre,com pico entre outubro e novembro.E por fim a HPIV3

circulou durante o ano inteiro, com pico no més de outubro (primavera).

7.4 Analise filogenética do HPIV3 apresentou uma epidemiologia,
diferendo na mesma comunidade durante o0 mesmo ano (2007), chegando a

apresentar 4 subgrupos distintos.



7.5 As estirpes do HPIV1, ao contrario apresentaram elevada
similaridade, que variou de 98,8% a 100%, formando um Gnico subgrupo, que

distingue dos demais até agora observados no mundo.

7.6. A genotipagem das amostras de HPIV isoladas neste estudo
mostrou a presenca de quatro grupos distintos do HPIV 3 circulando, o
gendtipo do HPIV 1 que e diferente dos outros HPV1 isolados no mundo,
colocando-o em um clado uUnico, como se fosse uma caracteristica de

amostra brasileira.
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