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RESUMO

As infecgdes do trato respiratorio superior e inferior podem ser causadas por diferentes virus,
entre os quais os virus parainfluenza humanos (HPIV). Esses agentes sdo associados a essas
sindromes de forma consideravel em pacientes pediatricos e adultos com apresentagdes clinicas
em formas mais brandas, com sintomas similares a resfriado, entre eles rinorreia, tosse € dor de
garganta, bem como a quadros mais severos que podem resultar em 6bito. Nesse contexto, foi
realizada a deteccdo de HPIV em 217 amostras de swab nasofaringeos de pacientes com
sintomas respiratorios, atendidos em unidades ambulatoriais e de pronto atendimento entre
setembro de 2023 a janeiro de 2024, no municipio de Goiania-GO, por RT-PCR em tempo real.
A populacdo de estudo consistiu em sua maioria de pacientes do sexo feminino, entre 18 e 44
anos. O HPIV foi detectado em 2,89 % (6/ 207) das amostras consideradas vélidas para a
analise, entre os meses de novembro e dezembro. As principais faixas etarias, dentre os casos
positivos, foram de criangas entre 5-14 anos, adolescentes entre 15-17 anos, adultos entre 45-
64 anos ¢ idosos com idade superior ou igual a 65 anos. O sinal e os sintomas respiratorios
predominantes foram febre, calafrios, tosse, dor de garganta, dor de cabeg¢a e dor no corpo. O
estudo contribuiu com dados sobre a circulacdo de HPIV no municipio que pode subsidiar um
melhor monitoramento e planejamento de politicas publicas para controle e prevencao dos virus

respiratorios.

Palavras-chaves: Virus respiratorios; HPIV; RT-qPCR; Epidemiologia; Infec¢des respiratdrias

agudas.



ABSTRACT

Upper and lower respiratory tract infections can be caused by a variety of viruses, including
human parainfluenza viruses (HPIV). These pathogens are significantly associated with these
syndromes in both paediatric and adult patients, presenting clinically in milder forms with cold-
like symptoms such as rhinorrhea, cough and sore throat, and in more severe forms that can
lead to death. In this context, HPIV was detected by real-time RT-PCR in 217 nasopharyngeal
swabs from patients with respiratory symptoms who were treated in outpatient and emergency
units in Goidnia-GO between September 2023 and January 2024. The study population was
predominantly female and aged between 18 and 44 years. HPIV was detected in 2.89% (6/207)
of the samples considered valid for analysis between November and December. The main age
groups among positive cases were children aged 5-14 years, adolescents aged 15-17 years,
adults aged 45-64 years and elderly patients aged 65 years and older. The most common
respiratory signs and symptoms were fever, chills, cough, sore throat, headache and body aches.
The study provided data on the circulation of HPIV in the municipality, which can support
better monitoring and planning of public policies for the control and prevention of respiratory

viruses.

Key-words: Respiratory viruses; HPIV; RT-qPCR; Epidemiology; Acute respiratory infections.
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1 INTRODUCAO

1.1 Breve Historico

O acometimento infantil pela laringotraqueobronquite, comumente referida como crupe,
impulsionou diversos estudos envolvidos com a identificacdo dos principais agentes associados
a essa condi¢do. Um dos estudos realizado, incluiu o cultivo viral, em cultura celular de
linhagem vero, ou seja, células epiteliais de rim de primatas cynomolgus (Macaca fascicularis),
a partir de amostras de swabs de garganta de doze bebés diagnosticados com a forma aguda
dessa doenca, sendo observado aparéncia esponjosa (Figura 1) nas células como efeito
citopatico, caracterizada pelo aparecimento de diversos pequenos vactiolos no citoplasma
acompanhado do aumento da granularidade com perda do limite e da estrutura celular, sugestivo
de um novo patégeno ainda nao descrito. Este agente foi incluido no grupo dos mixovirus, com
a nomenclatura inicial de CA virus ou “crupe associado”, dada algumas de suas propriedades,
entre elas hemaglutinagdo de eritrocitos aviarios, sensibilidade ao éter e estabilidade a -70° C.
Esse, portanto, correspondia ao primeiro isolado do virus Parainfluenza Humano (Chanock,

1956).

Figura 1- Foto de microscopia optica das células
VERO normais (quadro superior) e dos efeitos
citopaticos de HPIV sobre elas (quadro inferior).

Ly

SR

Fonte: Chanock (1956)
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A medida que as metodologias de identificacio viral se desenvolveram, os virus
pertencentes as outras duas linhagens de parainfluenza puderam ser isolados e caracterizados.
Nesse sentido, Chanock e colaboradores (1958) combinaram, em amostras de swab de garganta
de criangas e bebés com doengas respiratorias, o uso das técnicas de hemadsorc¢ao de Vogel e
Shelokov, empregada para identificacdo sobretudo de influenza A asiatica, em cultura de células
Vero e, obtiveram o isolamento de dois novos mixovirus, designados virus da Hemadsor¢ao
tipo I (HA-1) e tipo 2 (HA-2) em decorréncia da capacidade de cada um em aglutinar eritrocitos
de determinadas espécies de animais.

Ainclusdo dos isolados CA virus, HA-1 e HA-2 como membros do grupo dos mixovirus,
fundamentou-se na estreita relagdo com virus Influenza A quanto morfologia e propriedades
fisico-quimicas, tais como material genético RNA, simetria interna helicoidal, presenca de
membrana envolvente e capacidade de hemaglutinacdo, dada afinidade por mucoproteinas
(mucinas), que ocasiona a adsorcao a superficie de eritrocitos de aves e outros vertebrados. No
entanto, eles ndo possuiam similaridade antigénica com esse virus, desse modo, em 1959 foi
proposto ao subcomité de virus do International Nomenclature Committe, nomea-los
parainfluenza. Sendo assim, esses virus recém isolados foram nomeados respectivamente,
parainfluenza 2, 3 e 1, pois apesar de compartilharem caracteristicas morfoldgicas, sdo
geneticamente e antigenicamente distintos (Andrewes; Bang; Burnet,1955; Andrewes et al.,
1959).

O quarto tipo do virus parainfluenza, foi isolado e caracterizado primeiramente como
um mixovirus, em 1959, através de ensaios experimentais de Johnson e outros pesquisadores,
devido a sua sensibilidade ao éter, tamanho, capacidade de hemadsor¢do, hemaglutinacao e
armazenamento a baixas temperaturas. Entretanto, demonstrou-se que esse agente apresentava
padrdoes de antigenicidade diferente do grupo dos mixovirus, mas também, diversas
caracteristicas bioldgicas similares aos tipos 1, 2 e 3 de parainfluenza, portanto sofreu
reclassificagdo conforme as recomendacdes de Andrewes et al. (1959). Em contrapartida,
Canchola e colaboradores, em 1963, identificaram duas variantes antigé€nicas para o virus
parainfluenza tipo 4, as quais foram designadas como subtipos: 4a e 4b, pela percepc¢ao de
diferengas em testes de inibi¢do de hemadsor¢do (HI) e reatividade de anticorpos monoclonais.
Esses virus demonstraram proximidade entre si, visto que, por exemplo apresentam identidade
de 87% e 95%, respectivamente, para os aminoacidos das proteinas hemaglutinina-

neuraminidase e de fusdo (Knipe et al., 2007).
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1.2 Taxonomia

A classificagdo taxondmica, dos virus parainfluenza, segundo o [International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2023) esta sistematizada em dominio Riboviria,
reino Orthornavirae, filo Negarnaviricota, subfilo Haploviricotina, classe Monjiviricetes,
ordem Mononegavirales e familia Paramyxoviridae. Os taxons subfamilia e género sao
determinados conforme os tipos de parainfluenza, devido aos seguintes critérios,
respectivamente, a analise filogenética da sequéncia completa de aminoacidos da proteina L
(large protein) e as diferengas estruturais existentes entre eles, desse modo, 1 e 3 pertencem a
subfamilia Orthoparamyxovirinae e ao género Respirovirus, enquanto, 2 e 4, a Rubulavirinae

e ao Orthorubulavirus, respectivamente.

1.3 Estrutura viral

As particulas virais de parainfluenza (Figura 2) possuem diametro de 150 a 250 nm, sdo
envelopadas, pleomorficas, variando de formato esférico a filamentoso como descrito para
HPIV-2. O nucleocapsideo tem simetria helicoidal, com aproximadamente 18 nm de diametro,
contendo o genoma RNA polaridade negativa, ndo segmentado e fita simples com 15.400 a
17.000 nucleotideos, mas também, as proteinas do nucleocapsideo (NP), fosfoproteina (P) e a
“large” (L). Na superficie dos virions, estdo projetadas a hemaglutinina-neuraminidase (HN) e
a proteina de fusao (F), duas glicoproteinas transmembranas, que medeiam, respectivamente, a
ligacdo aos residuos de acido sidlico na superficie das células-alvo do hospedeiro e a fusdo do
envelope viral com a membrana da célula hospedeira, portanto, participam dos eventos
envolvidos com a infeccdo viral e correspondem aos principais alvos de anticorpos
neutralizantes. A HN tem ainda a funcao de favorecer a liberagdo de novos virions pela clivagem
dos residuos de acido sialico localizados na membrana celular (Adderson, 2021; Branche;

Falsey, 2016)
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Figura 2- Diagrama esquematico da estrutura das particulas virais de Parainfluenza.
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Fonte: Branche, Falsey (2016)

O material genético viral (Figura 3) codifica para seis proteinas estruturais (Tabela 1)
comuns aos quatro tipos de virus Parainfluenza, sdo elas, proteina do nucleocapsideo (NP),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), glicoproteina de fusdo (F), glicoproteina
hemaglutinina-neuraminidase (HN) e RNA polimerase (L). A proteina NP se liga e reveste o
RNA viral, constituindo um molde para a RNA polimerase RNA-dependente, a qual ¢ composta
pelas proteinas P e L, de modo a otimizar a transcri¢ao, enquanto a M reveste a regido interna
do envelope participando dos processos de montagem, brotamento e liberagdo de novos virions

(Branche; Falsey, 2016; Knipe et al. ,2007).

Figura 3- Representacdo esquematica do genoma de HPIV.

y [ we [ e {m] | F || Hv | L 5

Fonte: Adderson (2021)

A hemaglutinina-neuraminidase (HN) ¢ uma glicoproteina transmembrana tipo II
organizada em homotetrameros, onde cada mondmero compreende um unico dominio
transmembrana com peptideo curto citoplasmatico N-terminal ligado a haste helicoidal flexivel
e um dominio globular formado pela regido C-terminal (Chibanga et al., 2019).

A glicoproteina F (Figura 4), constitui-se em trimeros contendo uma regido similar a
uma haste curta com cabeca globular grande, os quais juntos formam um dominio semelhante
a uma arvore, consiste uma proteina transmembrana do tipo I, cuja regido N-terminal estd
projetada externamente nas particulas virais. Essa, € sintetizada como precursor inativo F0, que

demanda clivagem por proteases do hospedeiro, suspeita-se ser desempenhada pela furina
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intracelular, para sua forma ativa formada por duas subunidades, F1 e F2, ligadas por pontes de

dissulfeto entre os dominios N-terminais repetidos (Marcink, Porotto, Moscona, 2021).

Figura 4-Representacéo esquematica linear da estrutura da proteina de fusdo de HPIV.
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Fonte: Marcink, Porotto, Moscona (2021)

As proteinas NP, P e L atuam a nivel de transcrigao e replicagdo do RNA viral. A primeira
delas, considerada uma das mais conservadas, que se encontra como complexo solivel com a
proteina P, mas também, combinada a outros monomeros N ¢ ao RNA para montar o
nucleocapsideo. A segunda, por sua vez, ndo se apresenta altamente conservada dentro de
membros do mesmo género, enquanto, entre membros de diferentes gé€neros dos virus
parainfluenza existe baixa homologia nas sequéncias de aminoacidos e estd organizada como
homotetrameto expressivamente fosforilado constituido pelas extremidades N- e C-terminal das
quais somente a ultima ¢ fundamental a transcri¢do. A terceira, por fim, caracteriza-se por
multifuncionalidade responsavel por atuar sobre a polimerizagdo de nucleotideos e os
mecanismos de edicdo de RNA mensageiro (mRNA), o capping e metilagdo, além de formar
com a proteina P um complexo que parece funcionar como RNA polimerase (Knipe et al.,

2013).

Tabela 1- Fungdes das proteinas estruturais de HPIV.

Proteinas Funcao
NP Estrutura, ligacdo ao RNA
P RNA polimerase RNA-dependente
M Estrutural e montagem dos virions
F Fusao do envelope viral com membrana

celular do hospedeiro
HN Ligacdo viral e entrada na célula
hospedeira, sialidase
L RNA polimerase RNA-dependente
Fonte: Adaptado de Anderson (2021)

Os géneros respectivos a cada linhagem dos virus parainfluenza exibem particularidades
quanto as proteinas codificadas pelo genoma (Figura 5). Nesse sentido, os Respirovirus

produzem uma proteina ndo-estrutural (C), a qual aumenta a eficiéncia da replicagdo viral,
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enquanto, os Orthorubulavirus originam uma fosfoproteina (P) menor do que a dos respirovirus
e algumas das espécies, uma pequena proteina integral de membrana (SH), devido a presenca
de um elemento transcricional extra. No entanto, compartilham a presenca, em proteina de
ligagdo ao receptor (RBP), de atividade de hemaglutinina e neuraminidase, também conhecida

como HN (Rima et al., 2019).

Figura 5- Representacdo esquematica da organizacdo dos genomas dos géneros Respirovirus e Orthorubulavirus.
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Fonte: Adaptado de Rima et al. (2019)

1.4 Ciclo replicativo

A origem de novos virions de parainfluenza acontece por uma sequéncia de eventos
coordenados (Figura 8). Inicialmente as duas glicoproteinas de superficie virais, HN e F,
cooperam entre si para a adsor¢do e posterior fusdo entre o envelope viral com a membrana
citoplasmatica das células hospedeiras, de modo que a primeira proporciona estabilidade e
induz mudanca conformacional da segunda (Figura 6), a partir de um dos seus sitios presentes
em seu dominio globular, formando clusters HN-F, e, por consequéncia ativando-a. Os
rearranjos estruturais de F expdem seu peptideo fusogénico hidrofébico, encontrado na
subunidade aminoterminal Fi, o qual se insere na membrana plasmatica (Figura 7),

possibilitando a entrada dos virus nas células-alvo (Marcink, Porotto, Moscona, 2021).
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Figura 6- Fotos de micrografias eletronicas (quadros superiores) e representagdo por cartoons (quadros
inferiores) da interagdo entre as glicoproteinas HN e F para a entrada de HPIV-3 na célula hospedeira.

Intermediate

Fonte: Marcink, Porotto, Moscona (2021)

Figura 7- Cartoon da ligagdo entre as glicoproteinas HN ¢ F para a fusdo pH-independente.
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Fonte: Adaptado de Santos, Romanos, Wigg (2015)

Ap6s o processo de fusdo, o capsideo ¢ liberado para o citoplasma celular, onde ocorre
a transcri¢do primaria e replicacdo do genoma RNA viral polaridade negativa (RNAv-) com
participacdo de dois complexos proteicos, o P-L e N-P-L. Os genes sdo transcritos,
continuamente, um a um, de forma que o fim da transcri¢do de um ORF sinaliza para o préximo,
produzindo RNA mensageiros subgendmicos (RNAm). Ao mesmo tempo, cadeias
complementares de RNA polaridade positiva (RNAc+) ou antigenoma, que funcionam como
moldes para novos RNAv-, sdo sintetizados na presenga de proteina N recém-sintetizada. Em
seguida, acontece uma transcri¢do secunddria de responsabilidade de P-L, com posterior
tradug¢do de novas proteinas, as quais passam por processamento no reticulo endoplasmatico e
glicosilagao no aparelho de Golgi. Apds esses processos, tém-se inicio a montagem dos novos
virions, quando as proteinas estruturais codificadas pelo genoma interagem entre si. A fase final
desse procedimento depende da clivagem do precursor de F e de 4cidos sialicos, para que haja

a liberagao das particulas virais por brotamento, fendmeno esse que nos respirovirus conta com
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aproteina C. Em ambas essas duas ultimas etapas da biossintese viral, as proteinas do complexo

endossomal e ubiquitinia dos hospedeiros, estdo presentes (Santos, Romanos, Wigg, 2015).

Figura 8- Ciclo replicativo dos virus parainfluenza humanos.

o HN
. Adsorgdo — F % % B Fusao

| Transcrigio

Receptor —s
g primaria

RNAC (+)
FNTNN NI
NI TS RNAM

/ S
Apﬁc&;ao

@ Transcrigio /
RNAv (~) \. sequndéria

Traduqéo \
Monta/
;us e
9(00
Golgt

Nucleocaps»de

Fonte: Santos, Romanos, Wigg (2015)

1.5 Patogénese da infeccio e manifestacdes clinicas

Os HPIV sao transmitidos via pessoa a pessoa por goticulas de saliva ou perdigotos e
pelo contato com maos e superficies contaminadas com secre¢des respiratdrias, contendo
particulas virais viaveis. O periodo de incubacao € estimado entre 2-6 dias e o de excrecao entre
4 a 21 dias (Adderson, 2021).

Os sitios de infeccdo dos virus parainfluenza se concentram nas células epiteliais
ciliadas do trato respiratdrio tanto superior quanto inferior, ligando-se a receptores especificos
contendo acido sidlico, com pico de taxa replicativa entre 2 a 5 dias apds a infec¢do inicial. As
regides de acometimento primario consistem na naso e orofaringe, com consequente,
disseminagdo para as vias aéreas inferiores. O comportamento e severidade das infec¢des
dependem do local de replicagao viral, sendo assim, quando restritas a vias aéreas superiores
resultam em sintomas de resfriado, tais como tosse, rinorreia ¢ dor de garganta, porém, se
estendidas a laringe e traqueia, a crupe e a bronquiolite se apresentam clinicamente, enquanto,

nas areas distais ou no trato respiratdrio inferior tém-se a pneumonia (Branche, Falsey, 2016).
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A patogénese das doencgas ocasionadas pelos virus parainfluenza humanos compreende
a combinagdo entre as estratégias virais, entre elas as proteinas de fusdo (F) e hemaglutinina-
neuraminidase (HN), com os fatores do hospedeiro, tais como susceptibilidade genética,
proteases celulares, imunocompeténcia e infec¢ao prévia. Os HPIV, sob essa perspectiva, ao
infectarem a célula, promovem uma série de alteragdes morfologicas, o aumento no tamanho
do citoplasma e nucleo, diminui¢do da atividade mitdtica celular, aparecimento de inclusdes
basofilicas ou eosinofilicas, formagdo de células gigantes multinucleadas com dois a sete
nucleos e de vacuolos citoplasmaticos, visto que sdo membros dos paramixovirus, uma familia
conhecida por ocasionar apoptose em cultura de tecidos (Elboukari, Ashraf, 2023).

A influéncia das respostas imunes do hospedeiro sobre a patogénese das infecgdes por
HPIV, quanto ao curso de sinais e sintomas clinicos se manifesta pela participacao dos
componentes da resposta imune inata, de células TCD8+ e TCD4+ com atividade citotoxica
direcionada as proteinas estruturais HN, NP e P, respostas locais e sistémicas de
imunoglobulinas IgA, IgE e IgG, que se responsabilizam em conter a infeccdo, e, por
conseguinte, contribuem para o clearance viral. Sob essa perspectiva, as falhas nessas respostas
tém sido relacionadas a doencas progressivas e fatais, essencialmente em receptores de
transplante de células-tronco hematopoiéticas (Ison, Lee, 2017; Pawelczyk, Kowalski, 2017).
Somado a isso, diversos HPIV podem inibir as respostas de interferon do tipo I (IFN-1), por
meio, da proteina C acessoria, por exemplo (Aderson, 2021).

Os individuos imunocompetentes, em geral, manifestam infeccdes leves e
autolimitadas, enquanto, criancas, idosos e imunocomprometidos podem apresentar
complicagdes que ocasionem a necessidade de ventilagdo mecanica ou até mesmo ao Obito
(Indumathi et al., 2015). A asma e a doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), por exemplo,
estdo associadas as infec¢des precoces na infancia por esses virus (Garcia et. al., 2020).

Com menor frequéncia, as infecgdes pelos virus HPIV podem estar associados a uma
série de outras caracteristicas clinicas, tais como rinite, faringite, otite média, sinusite,
bronquiolite, apneia, e complicagdes extrapulmonares (Adderson, 2021). Na parotidite, que
apesar de frequentemente associada ao virus da caxumba, os HPIV também aparecem como
agentes etiologicos. As manifestagdes neuroldgicas, onde esses virus podem se comportar como
fator causal ou associativo, incluem meningite asséptica, convulsdes febris, com incidéncia
global de 16% dos casos de hospitalizagdes infantis, sindrome de Guillain-Barré, dada
recuperacdo de parainfluenza em liquido cefalorraquidiano (LCR), e encefalite. O
comprometimento do cora¢do e miocardio, na forma de pericardite e miocardite, € raro, com

poucos casos na literatura, porém relatam-se casos de miocardite em neonatos a partir de
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diagnostico sorologico. A viremia ou disseminagdo sist€émica podem ocorrer, em geral,
associada com a presenca de alguma condigdo clinica preexistente. Entretanto, os mecanismos
pelos quais esses virus replicam-se nesses outros sitios e associam-se a essas condi¢cdes nao
estao bem demonstradas (Farahmand et al., 2020).

A sintomatologia classica de laringotraqueobronquite ou crupe, umas das apresentagdes
clinicas bastante elucidadas aos virus parainfluenza, inclui rouquidao, tosse e estridor, como
consequéncia de obstrugcdo pela inflamag¢do de uma regido pouco distensivel da traqueia
circundada por cartilagem cricoéide, a subgldtica. Consequentemente, essa lesdo provoca uma
cascata de eventos (Figura 9), sdo eles, o aumento do trabalho respiratério, maior esfor¢o
respiratorio, hipéxia e fadiga, que pode evoluir para faléncia respiratoria (Branche, Falsey,

2016).

Figura 9- Fluxograma representativo da patogénese e progressao da doenca causada por HPIV associado a crupe.
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Fonte: Adaptado de Branche, Falsey (2016)

De acordo com alguns estudos, os sorotipos de parainfluenza humano, embora
compartilhem morfologia e as mesmas estratégias replicativas, podem provocar manifestagdes
clinicas e respostas imunes especificas. O HPIV tipo 1, replica-se com titulos elevados no trato

respiratorio superior, sem induzir a secre¢do de citocinas até o final da infecgdo, logo
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indetectavel por varios dias, e leva a doengas do trato respiratorio superior € crupe. O HPIV-2
se assemelha a HPIV-1, porém, apresenta uma taxa de replicagdo menos eficiente e induz um
pico precoce de citocinas. O HPIV-3 prevalece em casos de bronquiolite € pneumonia por se
replicarem, sobretudo, no trato respiratorio inferior, induzindo um lento aumento na secregao
de citocinas (Pawelczyk, Kowalski, 2017).

A significancia clinica de HPIV-4 exibe controvérsias, pois essa linhagem ¢ pouco
menos caracterizada, com impacto variando entre minimo a doengas significativas, apesar de
consistir em um agente com consideravel morbidade em pacientes pediatricos. Alguns autores,
como Frost et al (2014), observaram que esse ndo causava a crupe, entretanto, infectava as vias
respiratorias superiores e inferiores de criangas e se associava a convulsdes com presenca de
febre naquelas saudéveis, a hipoxia, achados anormais pulmonares, de radiografia e
comprometimento neuroldgico. Portanto, sugere-se que os sintomas provocados por esse virus

sejam similares aos de HPIV-3 (Elboukari, Ashraf, 2023).

1.6 Métodos de diagnostico e caracterizacio viral

A correspondéncia de padrdes clinicos entre diversos virus respiratorios suscitou o
desenvolvimento de ensaios especificos para o diagnostico de parainfluenza humano. Para o
diagndstico laboratorial da infeccdo por HPIV, pode-se utilizar entre os métodos, a
imunofluorescéncia indireta e direta para a detecgdo de anticorpos em amostras clinicas, como
também, metodologias moleculares (Terlizzi et al., 2009). Dentre esses testes, o padrao-ouro
consiste em cultura viral, onde os virus sdo isolados em cultura de células primarias do rim de
primatas (LLCMK?2), células renais embriondrias humanas (HEK293) ou células de carcinoma
pulmonar humano (A549), pois eles produzem hemadsor¢cao (HAD) e efeitos citopaticos (CPE)
como o dano ciliar, a necrose epitelial e o recrutamento de resposta inflamatoria mononuclear,
contudo, esse procedimento requer incubagdo, em média, de 4 a 7 dias, além de experiéncia
laboratorial, logo, exibe limitag¢do a aplicabilidade a pratica clinica em diagnéstico (Adderson
2021).

A deteccdo direta de antigenos com imunoensaios enzimaticos colorimétricos (EIAs),
empregada como método de diagndstico rapido desde a década de 1970, esta indisponivel para
parainfluenza, visto que ainda ndo foram desenvolvidos testes comerciais. Em compensacao, a
pesquisa de anticorpos pela imunofluorescéncia (IFA) em amostras clinicas demonstra uma
sensibilidade de 63 a 95% para os sorotipos 1 a 3, sendo assim, uma opg¢ao viavel quando os
recursos clinicos sdo limitados. Por outro lado, a fixacdo de complemento e os ensaios de EIA

compreendem o diagndstico sorologico, entretanto, necessitam da coleta de soro convalescentes
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de modo a evidenciar o aumento de quatro vezes ou mais o titulo de anticorpos e confirmar a
infeccdo aguda, além disso, ndo existem no mercado ensaios comerciais para identificar
anticorpos da classe IgM especificos para o virus (Branche, Falsey, 2016; Elboukari, Ashraf,
2023).

A sensibilidade, rapidez, especificidade e precisdo dos resultados, mesmo em baixas
cargas virais, justificam a importancia das metodologias moleculares, entre elas reagdo em
cadeia da polimerase pds-transcri¢ao reversa (RT-PCR) para a identificagao dos quatro tipos de
HPIV. A RT-PCR em tempo real (RT-qPCR), fundamentada na deteccdo do material genético
amplificado por meio da emissdo de sinal luminescente proporcional a quantidade de alvo,
apresenta-se mais sensivel quando comparada a RT-PCR convencional. Os genes alvos que tém
sido empregados para o desenho de primers a fim de identificar esses virus respiratorios com
RT-PCR, correspondem aos genes para HN, fosfoproteina proteina de fusdo e nucleoproteina.
Dentre esses, o gene HN ¢ o considerado como escolha mais adequada, dada as suas maiores
diferengas genéticas e antigénicas entre as quatro linhagens de HPIV (Ghelichkhan et al., 2017;
Buller, 2013).

O aumento da sensibilidade dos ensaios de RT-qPCR ¢ consequéncia do emprego de
pares de iniciadores e sondas fluorescentes desenhadas para serem complementares a sequéncia
de interesse e, sendo assim, a deteccdo dos produtos de PCR amplificados depende da
complementariedade da regido alvo com a sonda. As sondas de hidrolise 7Tagman (Figura 10),
por exemplo, correspondem a oligonucleotideos projetados para uma sequéncia especifica que
comportam duas extremidades, uma 5’ marcada com o corante fluor6foro denominada reporter
e outra 3°, a quencher, onde esta fixado um corante supressor ndo fluorescente bloqueador da
emissao de fluorescéncia e, localizam-se entre os dois primers de PCR. O sinal fluorescente ¢
emitido, durante o processo de extensdo de novas cadeias, quando a 7aq polimerase, uma
enzima que também apresenta atividade de exonuclease na diregcdo 5 — 3’ cliva a por¢do 5’

da sonda, separando a regido reporter da quencher (Shen, 2019).
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Figura 10- Esquematizagdo do principio da RT-qPCR baseado em sondas comerciais Tagman
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Fonte: Adaptado de Roy et. al. (2019)

Reporter

Os ensaios de RT-qPCR, para a pesquisa dos virus HPIV variam de monoespecificos
ou monoplex, os quais amplificam cada alvo em reagdes separadas, a multiplex, que detectam
simultaneamente diversos virus respiratorios, entre eles outros paramixovirus, em uma unica

reacdo, e, portanto, otimizam o tempo de diagnostico, bem como, minimizam os custos (Liu

et al.,2019; Rheem et. al. 2012).

1.7 Epidemiologia

A prevaléncia dos virus parainfluenza humanos como agentes das infecgdes
respiratorias agudas em pacientes pediatricos varia entre 3% a 17%, em diversos paises do
mundo (Swamy et.al., 2016; Rafeek et. al., 2021). As internacdes em UTI, entre as
hospitalizagdes pelas infecgcdes por HPIV, estdo, aproximadamente, em 14-15,5% dos casos,
enquanto, os Obitos em 1,7- 8,9% (Pai et al. 2024). As populacdes mais jovens com idade
inferior a cinco anos sdo as principais acometidas, visto que pelas estimativas globais,
correspondem a 43 — 87% dos casos de infeccao aguda das vias aéreas inferiores atribuidas por
HPIV laboratorialmente confirmados, com taxa de internagdes hospitalares em intervalo de 6 a
20% e 7% de mortalidade (Wang et al., 2021).

As taxas de infec¢des por parainfluenza em adultos, responsaveis pelas doengas

respiratorias agudas, estdo no intervalo de 1 a 15%. O diagnostico molecular tem o demonstrado
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como o segundo ou terceiro virus mais comum isolado em adultos hospitalizados, entre 16 e 64
anos de idade (Ison, Lee, 2017). Estima-se que em torno de 2 a 11,5% das hospitaliza¢des por
doencas respiratorias desse perfil de pacientes sejam causadas por HPIV, com mortalidade
associada ao periodo de internagdo, presenga de fatores de risco e idade (Russell ez al., 2019).
Em contrapartida, outras institui¢des de longa permanéncia, tais como lares de idosos, registram
anualmente 4 a 14 % de residentes infectados (Branche, Falsey, 2016).

A incidéncia de infec¢des de HPIV ¢ maior em pacientes jovens do sexo masculino,
alguns autores contabilizaram mais de 50% de casos positivos, porém esse comportamento nao
acompanha a progressao da idade. Apesar disso, frequentemente, predomina-se o acometimento
de homens por infec¢des agudas respiratérias, assim, quando observadas eventuais diferencas
entre os sexos, deve-se considerar maior morbidade e a susceptibilidade deles em manifestar
sintomas tipicos de doengas respiratdrias virais (Gregianini et. al, 2019).

A distribuicdo etéria dos virus HPIV, entre adultos, em diferentes regides, incluindo as
Américas e, sobretudo o Brasil, demonstra prevaléncia em faixas etarias mais elevadas, >65
anos, com taxa de 1,38 %. Os adultos jovens de 18-44 anos, sdo o segundo grupo mais
prevalente com 0,55 %, seguido, da faixa etaria entre 45-64 anos, sendo a menos prevalente
com 0,43 % (Schiiz et al., 2023).

No Brasil, o estudo epidemiologico conduzido por Menezes et al. (2024) revela que
HPIV esteve presente em 2% das infec¢des respiratdrias agudas se concentrando nas regioes
sudeste (42,4%), sul (22,7%) e centro-oeste (18,4%), entre fevereiro de 2020 e agosto de 2022.
As criangas menores de 1 ano e entre 1- 4 anos, sdo os grupos predominantemente acometidos,
representando, respectivamente, 44,2% e 42,8% dos casos, enquanto, os individuos entre 15-19
anos, correspondem a 1,4%. Com predominio dos seguintes sintomas, febre (70,1%), tosse
(83,1%), dispneia (70%), dessaturacdo (44,6%), vomito (12,9%), dor de garganta (7,2 %)
diarreia (7,2%), dor abdominal (2,8%) e dor de cabega (1,1%).

As particularidades climéaticas de pais ou regido podem influenciar sobre a incidéncia
das infec¢des respiratorias. O sul do Brasil, concentra as altas incidéncias, dada a maior
susceptibilidade as infec¢des provocada pela exposicdo ao frio, pois pode induzir a
vasoconstricdo da mucosa do trato respiratdrio e supressao das respostas imunes. O Rio Grande
do Sul, por exemplo, registrou uma prevaléncia de HPIV variando de 2,14% a 27% (Gregianini
et. al. 2019).

Os virus HPIV estdo dentre os principais agentes responsaveis por infecgdes agudas
respiratérias em pacientes pedidtricos, no estado de Goids, especialmente no municipio de

Goiania. Costa et. al. (2020) detectaram em criangas asmaticas, entre 4 a 14 anos, 7,19 %
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(11/136) amostras positivas para HPIV, das quais sete eram HPIV-2 (4,6%), quatro, HPIV-1
(2,6%) e nenhum HPIV-3. Em contrapartida, Silva et al. (2022) identificaram 8,80 % (36/409)
de positividade para HPIV, dos quais, 4,64 % (19/36) eram HPIV-2; 2,44% (10/36), HPIV-1 e
1,71% (7/36), HPIV-3.

A circulagdo dos virus parainfluenza descreve, normalmente, um padrdo sazonal, ou
seja, distribuem-se, desigualmente, ao longo das estagdes do ano, a depender das condic¢des
climaticas das regides onde se encontram. As epidemias de HPIV ocorrem na primavera, em
marg¢o-maio no hemisfério norte e setembro-novembro hemisfério sul, e no inicio do verao, em
junho-agosto no hemisfério norte e dezembro-fevereiro no hemisfério sul, e, quando
comparadas a outros virus respiratérios, tais como influenza, sincicial respiratorio e
metapneumovirus, apresentam maior duracao, devido a diferentes momentos de circulagao de

cada subtipo de HPIV (Li et al., 2019).

1.8 Controle, tratamento e prevenciao

Os surtos de infec¢ao por parainfluenza, quando detectados, requerem mecanismos de
controle da propagac¢do viral, tais como isolamento do contato entre pacientes, distanciamento
fisico, limites de visitas, uso de mascaras ¢ medidas de higiene e limpeza de superficies,
especialmente nos locais de cuidados de imunocomprometidos, neonatais e idosos. A triagem
de pacientes assintomaticos, funciondrios e profissionais da saude, também ¢ uma opg¢ao viavel,
visto que podem eliminar de modo prolongado o virus em baixos niveis (Elboukari, Ashraf,
2023).

A abordagem terapé€utica para os casos positivo estd restrita aos sintomas manifestados
pelos pacientes pediatricos e adultos, pois, ainda, ndo estdo disponiveis antivirais especificos.
Os corticosteroides sdo empregados no tratamento primario da crupe com resultados para as
formas mais brandas e moderadas a graves, bem como reducao de hospitalizacdes associadas a
HPIV-1 e, em pacientes hospitalizados com complicagdes severas, tal como epinefrina
nebulizada. A ribavirina aerossolizada, apesar de também administrada, ndo ¢ muito
recomendada devido aos desfechos clinicos controversos e a falta de evidéncias que justifiquem
a sua eficacia (Trawally et. al, 2024).

Em modelos experimentais, alguns farmacos e moléculas, comportam-se como
potenciais antivirais ao interferir em determinado estagio do ciclo replicativo de HPIV. Dentre
esses, uma proteina recombinante de fusdo com atividade de sialidase, a DAS181, utilizada para
o tratamento de influenza, estd sendo estudada em virtude de similaridade entre os receptores

especificos de ambos os virus, e em ensaios clinicos, demonstrou sucesso em interferir na
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atividade na proteina hemaglutinina-neuraminidase (HN), por meio da remogao de seu sitio de
ligacdo em receptores das células hospedeiras, o acido sidlico, e, por conseguinte, impedindo a
entrada viral (Chibanga et al, 2019 ; Pawelczyk, Kowalski, 2017).

Outros agentes, em alternativa, que induzem a glicoproteina HN a ativarem precoce a
proteina de fusdo (F), ocasionando a perda de infectividade de HPIV, sem modificar suas
funcdes de ligagdo ao receptor ou clivar o receptor (neuraminidase), e sdo conhecidos como
compostos pré-desencadeantes ou pré-ativadores, estdo em fase de estudo. Um deles, por
exemplo, corresponde ao composto ativador prematuro 3066 ou PAC-3066, que revelou
eficacia em interagir com o sitio do dominio globular de HN, o possivel local responsavel por
ativar F (Marcink et al., 2020).

As vacinas contra HPIV, permanecem indisponiveis, apesar do empenho em
desenvolvé-las e licencid-las (Adderson, 2021). Os ensaios pré-clinicos e clinicos mais
promissores sdao aqueles voltados ao desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas para duas
linhagens de parainfluenza, HPIV-2 e HPIV-3, que atendam criangas e adultos, dentre elas, a
HPIV3cp45, desenvolvida por meio da passagem a frio de HPIV-3 em cultura de células que se
demonstrou segurada, tolerada e imunogénica em criangas entre 6 a 18 meses e a vacina
recombinante contra HPIV-2, a rHPIV2-15C/948L/A1724, a qual estd sendo explorada em
pacientes pediatricos e adultos (Karron ef al. 2023; Russell, Ison, 2017).

A bPIV-3, uma vacina atenuada desenvolvida com o parainfluenza tipo 3 bovino, um
virus que foi capaz de ocasionar resposta imune significativa em criangas e adultos
soronegativos, em condi¢des experimentais evidenciou seguranga e imunogenicidade quando
administrada por via intranasal em bebés aos 2, 4 e 6 meses de idade, bem como resposta imune
humoral de anticorpos, a qual reagiu de forma cruzada com HPIV-3. Uma outra vacina também
atenuada potencialmente candidata a HPIV-1, por outro lado, designada como rHPIV-
1/84/del170/942A nao apresentou bons resultados em estudo clinico de fase I, pois foi

superatenuada em criangas soronegativas (Pawelczyk, Kowalski, 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A pandemia de COVID-19, reconhecida pela OMS em marg¢o de 2020, propiciou uma
crescente preocupagdo com virus respiratorios de mesmas vias de transmissao, incluindo HPIV.
Nesse sentido, houve um estimulo a busca por compreender os padroes de suas infecgdes, mas
também, os impactos das medidas de controle adotadas durante esse periodo, tais como a
utiliza¢dao de mascaras e o isolamento social, sobre a dinamica de circulagido desses outros virus,
em virtude da maior disponibilidade de paneis respiratorios para diagndstico molecular via RT-
qPCR.

Os HPIV sdo importantes agentes com infec¢des consideraveis em pacientes peditricos
menores de cinco, idosos com 65 anos ou mais ¢ imunocomprometidos, que ocasionam
impactos socioecondmicos e sobre a dinamica familiar. Contudo, quanto as populag¢des adultas,
as quais compdem majoritariamente essa presente pesquisa, os estudos sobre as suas
apresentacdes clinicas, desfechos e efeitos sdo escassos, apesar da epidemiologia, tal como
taxas de detec¢ao e hospitalizagdes, e evidéncias de infecgdes recorrentes caracterizadas na
literatura.

No Brasil, o monitoramento de infecgdes respiratorias agudas, desde 2009, corresponde
a uma politica de satide publica. Entretanto, ocorre uma negligéncia, frequente, aos HPIV na
comunidade, sobretudo em vista dos adultos e adolescentes, tornando-se imprescindivel as
investigacoes epidemioldgicas voltadas a sua caracterizagdo e impactos da sua dindmica de
circulacdo, para orientar o planejamento dos servigos de saude, mas também, das estratégias de
controle e preven¢do. O presente estudo, sob essa logica, pretende detectar HPIV, no municipio
de Goidnia, Goias, em populagdo de adultos e adolescentes, em associagdo com as

caracteristicas demograficas, assim como, sinais € sintomas apresentados.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Realizar a deteccao de virus parainfluenza, em amostras clinicas de pacientes admitidos
em unidades de pronto atendimento e ambulatoriais com sintomas respiratorios em Goiania,
Goias, no periodo de setembro de 2023 a janeiro de 2024.
3.2 Objetivos Especificos
v Detectar HPIV nas amostras respiratorias em estudo;
v' Identificar a frequéncia de HPIV por sexo e faixa etria, em associagdo com os
sintomas apresentados pelos participantes;
v Avaliar a presenc¢a de um padrio de circulagio sazonal de HPIV entre o periodo de

setembro 2023 a janeiro de 2024.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo compde o projeto de vigilancia de virus respiratorios do Laboratério
de Virologia Humana e Cultivo Celular, do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica, da
Universidade Federal de Goids em parceira com a Prefeitura Municipal de Goiania, aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UFG) sob parecer CAAE: 45029421.0.0000.5083.

4.2 Delineamento do estudo e da populacao

Foram incluidas as amostras de 217 swabs nasofaringeos, coletados de setembro de
2023 a janeiro de 2024, de pacientes pertencentes a diferentes faixas etarias, sendo pediatricos
entre 4-14 anos, adolescentes entre 15-17 anos, adultos, distribuidos nos seguintes intervalos,
18-44 anos e 45-64 anos, mas também, idosos com idade igual ou superior a 65 anos. Os
participantes foram atendidos com sinais e sintomas respiratorios (febre, dor de cabeca, dor de
garganta, calafrios, falta de ar, dor no corpo, diarreia, perda de olfato e paladar), em unidades

de pronto atendimento e ambulatoriais de diferentes regionais de saide em Goiania, Goias.

4.3 Extracao de acido nucleico

O RNA viral das amostras respiratorias foi extraido com o Kit Biopur Fast DNA/RNA,
conforme as recomendagdes do produto com modificacdes, sendo assim foi utilizado 10 pL de
amostra e adicionado a 10 pL do tampdo de lise em placa de PCR 0,2 mL, que seguiu para o
processamento em termociclador Bio-Rad T100, a 95°C por 8 minutos e resfriamento por 4
minutos.

O kit comercial QI4damp® Viral RNA Mini Kit Qiagen, seguindo as instrugdes do
fabricante, também foi empregado para a re-extragdo, apenas, de amostras que amplificaram
pelo método de lise, com a finalidade de confirmar a presenga de RNA viral. Desse modo, as
amostras foram submetidas aos procedimentos de lise, com a pipetagem de 560 pL de tampao
AVL; 5,6 uL do RNA carreador e 140 puL de amostra em eppendorf 1,5 mL e incubagao por 10
minutos. Apos a centrifugagdo, o material do lisado foi transferido para coluna Ql4amp Mini
de membrana silica, duas lavagens, com 500 pL de cada tampao (AW1 e AW2), acompanhadas
cada uma por centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto e 13.400 rpm por 3 minutos,

respectivamente, seguido de eluicdo do RNA viral com 60 pL de tampao AVE.
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4.4 Otimizacao dos reagentes de RT-qPCR para detecgio viral

A triagem das amostras clinicas foi efetuada por meio da RT-qPCR direcionada a
amplificacao do material genético viral alvo e do gene da RNAseP humana (RP), como controle
interno indicativo de presenca de acido nucleico na amostras extraida, com o kit Promega
GoTaq® Probe 1-Step RT-gPCR (Figura 11). Os reagentes foram otimizados para utilizagdo em
uma mistura de reagcdo de volume final de 10 pL, sendo 3 pL de amostra e 7 L. de mix dos

reagentes para RT-qPCR em devidas proporgoes (Tabela 2 e 3).

Tabela 2-Relac@o dos reagentes de cada reacdo de RT-qPCR para Parainfluenza.

Reagentes Volume (pL)
Master Mix with dUTP 5,0
GoScript™ RT 0,2
Nuclease-Free Water 1,55
TagmanTM Microbe Assay Type 0,25
1(Assay ID Vi99990005_po)
Total 7,0

Tabela 3-Relac@o dos reagentes de cada reacdo de RT-qPCR para RNAse P (RP).

Reagentes Volume (pL)
Master Mix com dUTP 5,0
GoScript™ RT 0,2
Nuclease-Free Water 1,05
Hs_RPP30 Positive Control IDT 0,75
Total 7,0

As amplifica¢des foram realizadas no equipamento de RT-qPCR QuantStudio™ 5 bloco
de 0,1 mL com condicdes de ciclagem recomendadas pelo fabricante do kit Promega GoTag®
Probe 1-Step RT-qPCR, um ciclo de transcri¢do reversa, em 45°C por 15 minutos, um ciclo de
inativacdo da transcriptase reversa e ativagdo da GoTaq® DNA polimerase, a 95°C por 2
minutos e quarenta ciclos compostos por 15 segundos de desnaturacdo a 95°C e 1 minuto de

anelamento e extensao das novas cadeias a 60°C.
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Figura 11- Fluxo de trabalho das reacdes de RT-qPCR.
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Fonte: Adaptado de Promega (2024) ¢ Da Silva et. al. (2020)

4.5 Deteccio dos produtos amplificados

As curvas representativas de amplificagdo da RT-qPCR foram geradas pelo software
QuantStudio™ Design & Analysis v.1.5.2. Os graficos (Figura 12) descreveram um padrio
sigmoide contemplando as fases linear, exponencial e plato, cujo eixo X, representa 0 nimero
de ciclos e o eixo y, a intensidade de fluorescéncia (ARn). Outros dois elementos também sao
importantes, a threshold line, linha horizontal definida durante a fase exponencial que intercepta
o grafico acima da linha de base (ou baseline) e, pode ser ajustada de forma manual, porém,
normalmente ¢ calculada pelo software do equipamento de RT-qPCR; e o Ci (cycle threshold)
ou limiar de ciclo, que corresponde ao nimero minimo de ciclos de RT-qPCR em que o sinal

de fluorescéncia intercepta a threshold line, ou seja, ultrapassa o valor dessa linha.
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Figura 12- Representagdo de uma curva de amplificagdo RT-qPCR dada pelo QuantStudio™.
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A primeira fase da curva de amplificagdo, representa o inicio da reagao quando o produto
amplificado ainda ¢ insuficiente para emitir sinal detectavel acima da fluorescéncia de fundo
ou ruido (linha de base ou baseline). Assim, a medida que os ciclos de RT-qPCR ocorrem, a
quantidade de produto amplificado aumenta exponencialmente, acompanhado do aumento da
fluorescéncia, proporcional a quantidade do acido nucleico alvo presente na amostra. No
entanto, como longo das reacdes, os reagentes sdo consumidos, e, portanto, o sistema estabelece
a fase de platd, onde o sinal de fluorescéncia se estabiliza sem aumentar significativamente com

novos ciclos.

4.6 Validacao das reacoes de RT- qPCR

As reacdes de RT-qPCR de cada uma das amostras clinicas foram consideradas validas
mediante a amplificagdo do gene de referéncia humano da RNAseP, e positivas, com as curvas
de amplificag¢do apresentando os valores de C; menores ou iguais a 38 (Figura 13). Quando as
amostras ndo amplificaram a RNAseP humana, as reacdes foram repetidas para confirmar o

comportamento, e, aquelas que continuaram sem amplifica-la foram excluidas do estudo.

Figura 13. Curva de amplificacdo de uma amostra positiva (a esquerda) e valida pela RNAseP (a direita) dada
pelo QuantStudio™.
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4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica descritiva foi empregada para descrever as variaveis: sexo, idade e
sintomas observados dentre os casos positivos de HPIV. Para essas variaveis, foram calculadas
as frequéncias relativas e a absoluta pelo Software Microsoft® Excel® 2019 MSO (Versao
2024).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A populagdo do estudo, inicialmente, compreendia 217 pacientes pertencentes a
diferentes faixas etarias, porém dez amostras foram consideradas invalidas por nao
amplificaram o gene da RNAseP humana, em duas reacdes consecutivas, que pode indicar a
ocorréncia de degradacao das amostras ou presenca de inibidores de PCR e, portanto, excluidas,
sendo que uma pertencia a um paciente pediatrico de 4 anos, logo ndo houveram participantes
entre 0-4 anos. Dessa forma, foi obtido o resultado de apenas 207 participantes, dentre os quais
5 eram criangas (5-14 anos), dois deles com 8 anos, um com 13 anos e dois de 14 anos; 8 eram
adolescentes (15-17 anos), enquanto, os 194 restantes se distribuiram entre adultos e idosos,
sendo 113 entre 18-44 anos, 56 entre 45-64 anos e, por fim, 25 com idade igual ou superior a
65 anos.

A frequéncia de detecg¢ao de HPIV foi de 2,89% (6/207), que estd em conformidade com
a epidemiologia, especialmente, a dos adultos, de 1-15% (Russell et. al., 2019), que eram
maioria em nosso estudo. Contudo, carecem estudos que incluam, tanto pacientes adultos
quanto adolescentes, e, portanto, achados semelhantes, uma vez que as taxas de deteccao desses
virus sdo influenciadas pelas faixas etarias.

As diferengas entre os estudos de vigilancia epidemiologica, se devem ao perfil da
populagdo, duragdo, época em que foi realizado e pelas metodologias empregadas. Um estudo
realizado por Alvarez- Argiielles e colaboradores, na Espanha, em 2018, por exemplo,
identificando a incidéncia de HPIV por meio de RT-qPCR, obtiveram 4,37% (268/ 2326) de
amostras positivas para esse virus, achado esse distinto da taxa de deteccdo desse estudo,
provavelmente pela inclusdo de um nimero maior de criangas e adultos com comprometimento
do sistema imune, que representam os principais grupos acometidos como descritos na literatura
(Swamy et al., 2016; Rafeek e. al., 2021).

No Brasil, as estimativas de casos positivos de HPIV variam 3,3% a 10,3% a depender
do delineamento de cada estudo. Parmezan et al. (2016), visando a detecgdo de HPIV em
pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes atendidos em um hospital tercidrio na cidade
de Sao Paulo, encontraram com RT-qPCR, o virus em 6,93% (74/1067) das amostras clinicas,
potencialmente, pelos critérios de inclusdo de um perfil de pacientes considerados de risco as
infeccdes por HPIV, tais como criangas e adultos com comorbidades associadas, mas também
imunossuprimidos hospitalizados.

Em Goiania, Goias, foram conduzidos dois estudos com populagdes pediatricas, onde

se obtiveram indices mais elevados de deteccdo quando comparados ao presente estudo. No
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primeiro deles, foram detectados 7,2 % de positividade em criangas asmaticas de 4 a 14 anos,
distribuidos por entre dois tipos de HPIV (HPIV-1 e HPIV-2) com emprego de
imunofluorescéncia indireta, um ensaio menos sensivel quando comparado a RT-qPCR (Costa
et al., 2018). No outro estudo, foi observado uma frequéncia de 8,8% entre criangas internadas
em hospitais do municipio, com suspeita de infecgcdes respiratorias agudas por virus
respiratdrios, também, dentre os tipos HPIV, incluindo HPIV-3, com RT-qPCR (Silva et al.,
2022).

Os dados epidemiologicos a respeito de HPIV, frequentemente, aparecem secundarios
em estudos com outros virus respiratorios, sobretudo influenza (IAV e IVB), SARS-CoV e virus
sincicial respiratorio (RSV). As mesmas amostras de swab nasofaringeos desse presente estudo,
sob essa perspectiva, também foram submetidas a RT-qPCR para a deteccao desses virus, como
parte da extensdo do projeto de vigilancia epidemioldgica do LABVICC, em parceria com a
Prefeitura Municipal de Goiania. Fundamentado -se em diferentes estudos, entre eles de Sanz
et al. (2022) que relatam a possibilidade de coinfec¢des entre os virus respiratorios, sobretudo
com influenza, quando o diagnostico se processa por meio de painéis virais moleculares
multiplex, bem como de Lam et al. (2019), onde foi feita comparagdo entre a incidéncia de
HPIV com RSV e influenza, e relatou-se que maior predominio de HPIV em areas com maior
frequéncia de casos para RSV, provavelmente pela tendéncia de ambos infectarem populagdes
mais jovens.

Dentre as faixas etarias avaliadas, em nosso estudo, em ao menos uma amostra o HPIV
foi detectado. As populagdes mais jovens entre 5-14 anos e 15-17 anos, registraram taxas
expressivas de HPIV, com 20% (1/5) e 12,5% (1/8) de casos (Tabela 4). Resultado esse, que se
comporta como a tendéncia estimada por um estudo de coorte brasileiro, com registros do
Ministério da Saude, para pacientes dos grupos etarios, entre 5-9 anos, 10-14 anos e 15-19 anos,
com as frequéncias de detecg¢do para HPIV, respectivamente, de 7,8%; 3,8% e 0,9% (Menezes
et al.,2024).

Quanto aos adultos, houve predominio de casos positivos, entre idosos com idade
superior ou igual a 65 anos, com 4% (1/25), seguido dos adultos entre 45-64 anos, com 3,6%
(2/56) e daqueles, com 18-44 anos, 0,9% (1/113), conforme Tabela 4. Esse achado, por sua vez,
se aproximou dos dados de prevaléncia global das infec¢des por virus respiratorios entre adultos
em cenario da pandemia de COVID-19, de uma revisdo sistematica e meta-andlise, realizada
em 2023 por Schiiz e outros colaboradores, que descreveram a distribui¢ao por faixa etaria,

sendo 1,38%, para 65+ anos; 0,55% para 18-44 anos; e 0,43% para 45-64 anos. No entanto,
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como nosso estudo se constituiam em participantes em sua maioria entre 45-64 anos, esse fator

pode ter contribuido para uma frequéncia relativamente maior.

Tabela 4- Resultados da frequéncia de HPIV em associag@o com a faixa etaria da populagéo.

Variaveis Amostras para detec¢do de  Amostras positivas para
HPIV (n=207) HPIV (n=6)
Idade, N (%)

5-14 anos 5(2,4%) 1 (20%)

15-17 anos 8 (3,9%) 1 (12,5%)

18- 44 anos 113 (54,6%) 1 (0,9%)

45-64 anos 56 (27,0%) 2 (3,6%)

> 65 anos 25(12,1%) 1 (4%)

Entre os pacientes infectados com HPIV, a maioria pertencia ao sexo feminino (Tabela
5), porém nao foi possivel inferir que as infec¢des sofram influéncia pelo fator sexual, pois
nesse estudo a propor¢ao de mulheres incluidas foi maior quando comparadas aos homens (130:
77), e, potencialmente, esperava-se um numero de casos para elas, ligeiramente, maior(3,1%:
2,6%), assim como observaram Gregianini e colaboradores (2019), em um estudo retrospectivo
de 28 anos, realizado no Rio Grande do Sul, quando analisaram a proporcao de casos positivos
por sexo em casos de infecgdes respiratorias aguda, onde 53,24% (1083/2034) representavam
mulheres enquanto os homens, 46,76% (951/2034).

Em contrapartida, avaliando o sexo em associagdo a idade, alguns autores
demonstraram uma propor¢do maior de jovens, do sexo masculino, como Han, J., Suh, W. e
Han, S. (2022), que identificaram entre os 12 meses (1 ano) a idade superior ou igual 36 meses
(3 anos) até < 19 anos; 58,8% de casos de pacientes do sexo masculino infectados por HPIV
(302/514), enquanto, do feminino, 41,2% (212/514), no entanto nesse estudo, esse
comportamento ndo foi evidenciado, uma vez que a nossa populagao pediatrica (5-14 anos) era
composta em sua maioria por mulheres (Tabela 5), com 1,9 % (4/5) e, sendo o Unico paciente

positivo desse grupo nesse sexo (1/5 [25%]).
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Tabela 5- Resultados da deteccdo de HPIV pelas caracteristicas demograficas, sexo e sua associagdo com a

idade, da populagdo.

Variaveis Amostras para detec¢ao Amostras positivas para
de HPIV (N=207) HPIV (N=6)
Sexo, N (%)
Masculino 77(37,2%) 2(2,6%)
Feminino 130 (62,8%) 4(3,1%)
Sexo em associacdo com
idade, N (%)
Masculino
5-14 anos 1(0,5%) -
15-17 anos 6 (2,9%) 1(16,6%)
18-44 anos 46(22,2% -
45-64 anos 16 (59,2%) -
> 65 anos 8(3,9%) 1(12,5%)
Feminino
5-14 anos 4 (1,9%) 1 (25%)
15-17 anos 2 (0,9 %) -
18-44 anos 67(32,4%) 1 (1,5%)
45-64 anos 40(19,3%) 2(5%)
> 65 anos 17 (8,2%) -

A febre, como um sinal de resposta imunoldgica para combate de processo infeccioso
inespecifico, esteve presente em todas as amostras positivas para HPIV, acompanhada de
manifestagdes tipicas de infecgdes respiratorias, como calafrios (66,7%), dor de garganta
(50%), tosse (33,3%), dor de cabega (33,3%) e dor no corpo (16,6%), como descritos na Tabela
6. Essas apresentagdes clinicas estdo dentre as mais frequentes para HPIV, como demonstraram
Gao e colaboradores (2024), com pacientes infectados por HPIV manifestando febre (87,39%),
tosse (83,47%), dor de garganta (33,3%), dor de cabeca (14,57%); mas também, Gregianini et
al. (2019), que entre participantes com infec¢des respiratorias agudas causadas por HPIV,
observaram mais expressivamente, considerando os trés tipos de HPIV (HPIV-1, HPIV-2 e
HPIV-3), febre (77,9%) e tosse (83,2%). Entretanto, alguns sintomas tendem a prevalecer uns

sobre os outros a depender do tipo de HPIV, em questao.
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Tabela 6- Manifestacdes clinicas dos pacientes na populagdo estudada.

Sinais/Sintomas Amostras para detec¢io  Amostras positivas para
de HPIV (N=207) HPIV (n=6)
Febre 146 (70,5%) 6 (100 %)
Calafrios 62 (29,9%) 4 (66,7%)
Falta de ar 36 (17,4%) -
Tosse 82 (39,6% 2 (33,3%)
Dor de Garganta 65 (31,4%) 3(50%)
Dor de cabega 63 (30,5%) 2 (33,3%)
Dor no corpo 30 (14,5%) 1 (16,6%)
Perda Olfato/Paladar 13 (6,3%) -
Diarreia 1 (0,5%) -

A avaliagdo dos resultados positivos por periodo de tempo, das amostras de swab
nasofaringeos coletadas entre o periodo de setembro de 2023 a janeiro de 2024, demonstrou
que se concentraram dois em novembro, e o restante em dezembro de 2023, que correspondem
no Brasil, a primavera e verdo. Entretanto, nao foi possivel definir nenhum padrao de circulagdo
de HPIV, porém como municipio de Goiania, compde o estado de Goids cujo clima nesses
meses se caracteriza por menores temperaturas € maior umidade, que pode contribuir para
susceptibilidade a infecgdes respiratdrias e, portanto, propiciaram os resultados positivos. Sob
essa logica, segundo o balanco do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) de novembro
de 2023, as médias de temperaturas minimas foram de 21,8°C, com registro de uma menor
temperatura minima de 18,8 °C e maxima de 25,1°C, e de 157,4 milimetros (mm) de chuva,
enquanto, no més de dezembro, a média foi de 26°C, sendo a menor temperatura minima 19,5°C
e maior 23,9°C, e indice pluviométrico de 708,2 mm (INMET, 2024).

A compreensdo da sazonalidade dos virus parainfluenza, contudo, exibem obstaculos em
decorréncia do efeito sobre a dindmica de transmissao desse virus, provocada por interagdes
entre os sorotipos, as quais ndo sao bem compreendidas, mas também de outros fatores, entre
eles epidemiologia (idade média nas infec¢des, por exemplo) e imunidade (Herauld,
Razanajatovo, Viboud, 2019).

Além disso, os relatorios globais de sazonalidade de HPIV, ainda sdo escassos, contudo,
Li et al. (2019) descreveram epidemias desses virus com maior frequéncia nos meses de
primavera e inicio do verdao no hemisfério norte (primavera: mar¢o-maio; verdo: junho-agosto)

e sul (primavera: setembro-novembro; verdo: dezembro-fevereiro) e com maior duracao
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quando comparada as de influenza (IAV e IBV), virus sincicial respiratorio (RSV) e

metapneumovirus.
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6 CONCLUSAO

A crescente preocupagdo com virus respiratdorios, como reflexo de pandemias, entre elas
de influenza e COVID-19, permitiu o reconhecimento dos virus parainfluenza humanos (HPIV)
como importantes agentes de infec¢des respiratorias agudas, em diferentes faixas etarias e
paises, incluindo o Brasil.

A presente pesquisa de HPIV com 207 swabs nasofaringeos de pacientes atendidos com
sintomas respiratorios no municipio de Goiania, Goids, entre setembro de 2023 e janeiro de
2024, demonstrou um indice de positividade de 2,89%, com predominio de casos positivos em
participantes do sexo feminino, e pelo menos um amostra positiva entre as faixas etarias
avaliadas, independentemente do sexo. A febre como sinal de processo infecioso esteve
presente entre todos resultados positivos, e foi acompanhada dos sintomas respiratdrios,
calafrios (66,7%), dor de garganta (50%), tosse (33,3%), dor de cabeca (33,3%) e dor no corpo
(16,6%).

O HPIV foi detectado entre os meses de novembro e dezembro, que representam, um
clima no Cerrado com menores temperaturas, sendo menor quente ¢ mais umido, que pode ter
contribuido para os resultados se concentrarem nesse periodo. No entanto, ndo foi possivel
inferir como um padrao de circulagdo sazonal.

Dessa forma, o estudo contribui com dados epidemioldgicos sobre a circulacao dos virus
parainfluenza combinada a faixa etdria e manifestagdes clinicas dos pacientes, no municipio de
Goiania, no Estado de Goias, os quais podem auxiliar o monitoramento pelos servigos de saude
e o planejamento de politicas publicas para controle e prevengao dos virus respiratorios.

Outras abordagens em pesquisas epidemiologicas na regido Centro-Oeste que incluam
a caracterizagdo de HPIV em seus quatro tipos nas varidveis, grupos etarios, apresentacoes
clinicas e distribui¢do por meses ou estacdes dos anos, € como critérios de inclusio de
participantes, as comorbidades adjacentes, admissdes hospitalares, desfechos clinicos e
coinfec¢des, em vista das complicagcdes consideraveis desses virus em criangas pequenas,
1dosos e imunocomprometidos, sdo necessarias para compreender os impactos substanciais de
HPIV sobre a populacdo e a sua circulacdo a depender das macrorregidoes do estado, mas

também, orientar estratégias de prevengao e controle



43

REFERENCIAS

ADDERSON, E. Human Parainfluenza Viruses (Paramyxoviridae). Encyclopedia of
Virology. 4 ed. [s.I]: Elsevier Science, p.4103, 2021.

ANDREWES, C. H. et al. Para-influenza viruses 1, 2, and 3: Suggested names for recently
described myxoviruses. Virology, v. 8, n. 1, p. 129-130, maio 1959.

ANDREWES, C. H.; BANG, F. B.; BURNET, F. M. A short description of the Myxovirus
group (Influenza and related viruses). Virology, v. 1, p.176-184, 1955.

ALVAREZ-ARGUELLES, M. E. et al. New clinical and seasonal evidence of infections by
Human Parainfluenza Virus. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious
Diseases, v. 37, n. 11, p. 2211-2217, nov. 2018.

BRANCHE, A.; FALSEY, A. Parainfluenza Virus Infection. Seminars in Respiratory and
Critical Care Medicine, v. 37, n. 04, p. 538-554, 3 ago. 2016.

CHANOCK, R. M. Association of a new type of cytopathogenic myxovirus with infantile
croup. The Journal of Experimental Medicine, v. 104, n. 4, p. 555-576, 1 out. 1956.

CHANOCK, R. M. et al. Newly Recognized Myxoviruses from Children with Respiratory
Disease. New England Journal of Medicine, v. 258, n. 5, p. 207-213, 30 jan. 1958.

CHIBANGA, V. P. ef al. New antiviral approaches for human parainfluenza: Inhibiting the
haemagglutinin-neuraminidase. Antiviral Research, v. 167, p. 89-97, jul. 2019.

COSTA, L. D. C. et al. Asthma exacerbations in a subtropical area and the role of respiratory
viruses: a cross-sectional study. BMC Pulmonary Medicine, v. 18, n. 1, p. 109, dez. 2018.

DA SILVA, S. J. R. et al. Clinical and Laboratory Diagnosis of SARS-CoV-2, the Virus
Causing COVID-19. ACS Infectious Diseases, v. 6, n. 9, p. 2319-2336, 11 set. 2020.

ELBOUKARI, H.; ASHRAF, M. Parainfluenza Virus. [s.l.]: StatPearls, 17 jul., 2023.

FARAHMAND, M. et al. The landscape of extrapulmonary manifestations of human
parainfluenza viruses: A systematic narrative review. Microbiology and Immunology, v. 65,
n. 1, p. 1-9, jan. 2021.

GAOQ, Y. et al. Epidemiological Characteristics of Human Parainfluenza Viruses Infections —
China, 2019-2023. China CDC WKkly, v. 6, n.12, p.235-241, 22 mar. 2024

GHELICHKHAN, M. et al. Establishment of reverse transcription polymerase chain reaction
assay for simultaneous detection of human parainfluenza virus types 1 to 4 in children with
influenza like illnesses. Bratislava Medical Journal, v. 118, n. 12, p. 772-776, 2018.

GREGIANINI, T. S. et al. A 28-year study of human parainfluenza in Rio Grande do Sul,
Southern Brazil. Journal of Medical Virology, v. 91, n. 8, p. 1423-1431, ago. 2019.

HAN, J. Y.; SUH, W.; HAN, S. B. Seasonal epidemiological and clinical characteristics of
pediatric patients with human parainfluenza virus infection by serotype: a retrospective study.
Virology Journal, v. 19, n. 1, p. 141, 6 set. 2022.

HERAUD, J.-M.; RAZANAJATOVO, N. H.; VIBOUD, C. Global circulation of respiratory
viruses: from local observations to global predictions. The Lancet Global Health, v. 7, n. 8,
p. €982—e983, ago. 2019.



44

INDUMATHI, C. et al. Isolation & molecular characterization of human parainfluenza virus
in Chennai, India. Indian Journal of Medical Research, v. 142, n. 5, p. 583, 2015.

INSTITUTO NACIONAL DE METEROLOGIA-INMET. Balanco do verao 2023/2024 em
Goiania (GO). Brasilia-DF, 25 mar. 2024.

INSTITUTO NACIONAL DE METEROLOGIA-INMET. Balanco do més de novembro de
2023 em Goiania (GO). Brasilia-DF, 08 dez. 2023.

ISON, M.G.; NELSON, L.Noninfluenza Respiratory Viruses. Infectious Diseases.4 ed. [s.1.]:
Elsevier. v.2, p. 1472-1482.¢5, 2017.

KARRON, R. A. et al. Evaluation of a Live-Attenuated Human Parainfluenza Virus Type 2
Vaccine in Adults and Children. Journal of the Pediatric Infectious Diseases Society, v. 12,
n. 3, p. 173176, 18 abr. 2023.

KNIPE, D.M. et al. Fields Virology.6ed. [s.I.]: Wolters Kluwer Health, v.1, p.2664, 2013.

KNIPE, D.M. et al. Fields Virology.5ed.[s.I.]: Lippincott Williams & Wilkins, v.1, p. 3177,
2007.

LAM, T. T. et al. Comparative global epidemiology of influenza, respiratory syncytial and
parainfluenza viruses, 2010-2015. Journal of Infection, v. 79, n. 4, p. 373-382, out. 2019.

LL Y. et al. Global patterns in monthly activity of influenza virus, respiratory syncytial virus,
parainfluenza virus, and metapneumovirus: a systematic analysis. The Lancet Global
Health, v. 7, n. 8, p. €1031-e1045, ago. 2019.

LIU, G. et al. Detection of six common human paramyxoviruses in patients with acute febrile
respiratory symptoms using a novel multiplex real-time RT-PCR assay. Journal of Medical
Virology, v. 91, n. 4, p. 564-569, abr. 2019.

MARCINK, T. C.; POROTTO, M.; MOSCONA, A. Parainfluenza virus entry at the onset of
infection. Advances in Virus Research, v. 111, p. 1-29, 2021.

MARCINK, T. C. et al. Hijacking the Fusion Complex of Human Parainfluenza Virus as an
Antiviral Strategy. mBio, v. 11, n. 1, p. €03203-19, 25 fev. 2020.

MENEZES, R. C. et al. Severe viral lower respiratory tract infections in Brazilian children:
Clinical features of a national cohort. Journal of Infection and Public Health, v. 17, n. 1, p.
1-9, jan. 2024.

PAI, M.-C. et al. Clinical characteristics and risk factors of severe human parainfluenza virus
infection in hospitalized children. Journal of Microbiology, Immunology and Infection, p.
S1684118224000793, maio 2024.

PARMEZAN, S. N. et al. Detection of parainfluenza virus in immunocompromised and
immunocompetent patients in a tertiary hospital in Sao Paulo, Brazil. Revista chilena de
infectologia, v. 33, n. 5, p. 501-504, out. 2016.

PAWELCZYK, M.; KOWALSKI, M. L. The Role of Human Parainfluenza Virus Infections in
the Immunopathology of the Respiratory Tract. Current Allergy and Asthma Reports, v. 17,
n. 3, p. 16, mar. 2017.

PROMEGA CORPORATION. GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System. Technical manual:
Instructions for Use of Products A6120 and A6121, jan. 2024.



45

RAFEEK, R. et al. Epidemiological and clinical characteristics of children with human
parainfluenza virus associated acute respiratory infection in a general hospital in Sri Lanka.
Journal of Clinical Virology Plus, v. 1, n. 4, p. 100049, dez. 2021.

RHEEM, I. et al. Evaluation of a Multiplex Real-time PCR Assay for the Detection of
Respiratory Viruses in Clinical Specimens. Annals of Laboratory Medicine, v. 32, n. 6, p.
399-406, 1 nov. 2012.

RIMA, B. et. al. ICTV Virus Taxonomy Profile: Paramyxoviridae. Journal of General
Virology, v.100, n.12, p. 1593- 1594, 14 out. 2019.

ROCHA-FILHO, C. R. et al. Economic burden of respiratory syncytial and parainfluenza
viruses in children of upper-middle-income countries: a systematic review. Jornal de
Pediatria, v. 99, n. 6, p. 537-545, nov. 2023.

ROY, J. et al. Small RNA proteome as disease biomarker: an incognito treasure of clinical
utility. AGO-driven Non-Coding RNAs. [s.I.]: Elsevier, p.101-136, 2019.

RUSSELL, E. et al. Parainfluenza Virus in Hospitalized Adults: A 7-Year Retrospective
Study. Clinical Infectious Diseases, v. 68, n. 2, p. 298-305, 7 jan. 2019.

SANTOS, N.S.0.; ROMANOS, M.T.V.; WIGG, M.D. Virologia Humana. 3 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2015.

SANZ, I. et al. Coinfections of influenza and other respiratory viruses are associated to
children. Anales de Pediatria (English Edition), v. 96, n. 4, p. 334-341, abr. 2022.

SCHUZ, M. L. et al. Global prevalence of respiratory virus infections in adults and
adolescents during the COVID-19 pandemic: A systematic review and meta-analysis.
International Journal of Infectious Diseases, v. 137, p. 16-24, dez. 2023.

SHEN, C.-H. Amplification of Nucleic Acids. Diagnostic Molecular Biology. [s.1.] Elsevier.
p. 215247, 2019.

SILVA, P. A. N. et al. Influenza and other respiratory viruses in children: prevalence and
clinical features. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v. 41,
n. 12, p. 1445-1449, dez. 2022.

SWAMY, M. A. et al. Distribution and Trends of Human Parainfluenza Viruses in
Hospitalised Children. The Indian Journal of Pediatrics, v. 83, n. 10, p. 1109-1113, out.
2016.

TERLIZZI, M. E. et al. Quantitative RT Real Time PCR and indirect immunofluorescence for
the detection of human parainfluenza virus 1, 2, 3. Journal of Virological Methods, v. 160,
n. 1-2, p. 172-177, set. 2009.

TRAWALLY, M. et al. Antiviral Properties of 5-Sulfamoyl-1H-Indole-Linked
Spirothiazolidinone Derivatives: A Study on Human Parainfluenza Virus-2. Journal of
Research in Pharmacy, v. 28, n. 28, p. 213-224, 2024.

WANG, X. et al. Global burden of acute lower respiratory infection associated with human
parainfluenza virus in children younger than 5 years for 2018: a systematic review and meta-
analysis. The Lancet Global Health, v. 9, n. 8, p. e1077-e1087, ago. 2021.



