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RESUMO

O parvovirus B19 (B19V) infecta células precursoras eritroides, comprometendo a
producdo de hemacias. Isso pode desencadear anemia grave e outras doencas
hematoldgicas em pacientes suscetiveis. No entanto, dados sobre a epidemiologia do
B19V em pacientes com doencgas hematoldgicas sdo escassos, especialmente na regido
Norte do Brasil. O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia de anticorpos 1gG e
IgM contra 0 B19V e detectar o DNA B19 em pacientes com doencas hematoldgicas em
tratamento em um hemocentro de grande porte na Amazonia ocidental brasileira.
Amostras de plasma de 421 pacientes foram submetidas a ensaio imunoenzimatico para
deteccdo de anticorpos anti-B19V 1gG e IgM. Posteriormente, todas as amostras foram
submetidas a qPCR para deteccdo do DNA viral. A infeccdo pelo B19V foi prevalente
em mais da metade da populacéo estudada (55,11%). Notadamente, mulheres (RP: 1,62;
95% IC: 1,10-2,41; p = 0,016) e individuos com 60 anos ou mais (RP: 7,72; 95% IC:
3,77-15,80; p = 0,016) foram mais suscetiveis a infeccdo, assim como pacientes com
trombofilia, linfoma e anemia, com trombofilia apresentando maior vulnerabilidade (RP:
6,52; 95% IC: 1,78-23,88). Doze pacientes foram positivos para IgM anti-B19, e a
presenca de DNA B19V foi confirmada em 2 pacientes (0,46%). Pacientes com doencas
hematoldgicas, especialmente trombofilia, apresentam risco aumentado de infecgdo pelo
B19V, ressaltando a importancia de estratégias de vigilancia epidemioldgica e prevencao
para melhorar os desfechos clinicos. de anticorpos IgG e IgM contra B19V e a presenca
de DNA B19 em pacientes com doencas hematoldgicas em tratamento em um importante
hemocentro da Amazonia ocidental brasileira.

Palavras-chave: Doencas hematoldgicas, Parvovirus B19, epidemiologia, prevaléncia,
eritema infeccioso, crise aplastica transitoria.
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ABSTRACT

Parvovirus B19 (B19V) infects erythroid precursor cells, compromising red blood cell
production. This can trigger severe anemia and other hematological diseases in
susceptible patients. However, data on B19V epidemiology in patients with
hematological diseases are scarce, especially in the Northern region of Brazil. The aim of
this study was to estimate the prevalence of IgG and IgM antibodies against B19V, and
to detect B19 DNA, in patients with hematological diseases undergoing treatment at a
large blood center in the western Brazilian Amazon. Plasma samples from 421 patients
were subjected to enzyme immunoassay for the detection of anti-B19V IgG and IgM
antibodies. Subsequently, all samples underwent gPCR for viral DNA detection. B19V
infection was prevalent in more than half of the study population (55.11%). Notably,
women (PR: 1.62; 95% CI: 1.10-2.41; p = 0.016) and individuals aged 60 and above (PR:
7.72;95% ClI: 3.77-15.80; p = 0.016) were more susceptible to infection, as were patients
with thrombophilia, lymphoma, and anemia, with thrombophilia showing the highest
vulnerability (PR: 6.52; 95% CI: 1.78-23.88). Twelve e patients were positive for IgM
anti-B19, and the presence of B19V DNA was confirmed in 2 patients (0.46%). Patients
with hematological diseases, especially thrombophilia, are at increased risk of B19V
infection, underscoring the importance of epidemiological surveillance and prevention
strategies to improve clinical outcomes. of IgG and IgM antibodies against B19V, and
the presence of B19 DNA, in patients with hematological diseases undergoing treatment
at a major blood center in the western Brazilian Amazon.

Keywords: Hematological diseases, Parvovirus B19, epidemiology, prevalence
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1. INTRODUCAO

O Parvovirus B19 (B19V) foi descoberto pela primeira vez em 1975 (1). O B19V
¢ um virus de DNA de fita simples, pertencente a familia Parvoviridae e género
Erythrovirus, com tropismo por células percussoras dos eritrocitos da medula dssea (2).
Além disso, 0 B19V ¢ capaz de induzir a apoptose celular e a inibi¢do da eritropoiese (3).
O BI9V ¢ altamente infeccioso e causa infec¢do exantemdtica principalmente em
criangas, conhecida como a quinta doenca. Além disso, pode ocasionar crise aplastica
transitoria, artropatia, cardiomiopatia e anemia persistente em pacientes

imunocomprometidos (4).

Com base em anélise filogenéticas, 0 B19V pode ser classificado em 3 genotipos.
O gendtipo 1 é predominante na maior parte do mundo (5). O genétipo 2 tem a maior
predominancia em idosos e adultos europeus nascidos antes do ano de 1973 (6).
Enquanto, o gen6tipo 3 é mais predominante Africa Ocidental. Porém, este gen6tipo
também pode ser encontrado na Africa Subsaariana, América do Sul e Franga (7). Ndo ha
relacdo entre os tipos de manifestagdes clinicas e a especificidade do gendtipo.

A transmissdo do B19V ocorre principalmente através de goticulas respiratdrias,
transfusdo de sangue virémico do B19V e por via transplacentaria (8). O diagndstico
laboratorial de infecgdes por B19V geralmente érealizado por ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) que detectam anticorpos IgG ou IgM anti-B19V (9). O diagndstico diferencial
realizado por meio de ensaios moleculares ¢ essencial para um diagnostico mais preciso

da infecg¢do, por apresentar maior sensibilidade e especificidade (10).

A infeccdo pelo B19V tem sido descrita em todas as partes do mundo, revelando-
se principalmente em surtos de eritema infeccioso. A soroprevaléncia da infec¢do pelo
B19V aumenta conforme a idade, variando de 02-15% em criangas até 05 anos, 15-60%
em criangas ¢ adolescentes de 06-19 anos, 30-60% em adultos de 20-69 anos e 85% em

idosos com mais de 70 anos (11-15).

No Brasil, uma das primeiras notificacbes da infec¢éo por B19V foi identificada
em trés mulheres gravidas, encaminhadas para deteccéo de anticorpos contra rubéola no
ano de 1985, no Rio de Janeiro (16). Em um estudo realizado em 1990 na populagéo
urbana e rural de Belém, observou-se uma soroprevaléncia de 42,6% e de 10,7%,

respectivamente (17). Em 1999 foi constatado os primeiros casos de B19V no Estado do
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Amazonas (18). Um estudo realizado em pacientes com suspeita clinica de dengue no
municipio de Tefé-AM revelou uma prevaléncia de 18,2% para infec¢éo por B19V (19).

A infeccdo pelo B19V ¢é oportunista e acomete frequentemente individuos com
doencas hematoldgicas. O individuo infectado, cujo virus tem tropismo por células
eritrociticas, apresenta diminuicao na producédo de eritrdcitos viaveis, comprometendo a
homeostase hematoldgica (20). Essa diminuicdo é particularmente evidente em pacientes
com anemias e leucemias, devido ao impacto dessas doencas nas células sanguineas.
Existem estudos na literatura que mostram uma frequéncia de infeccdo por B19V em 8 a
18% dos casos de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) (21). Contudo, ainda sdo
escassas pesquisas voltadas para a epidemiologia da infeccdo pelo B19V no contexto da

doenca hematoldgica.

Diante disso, torna-se evidente a necessidade de estudos moleculares e
epidemioldgicos que caracterizem a infeccdo pelo virus B19V, sobretudo em pacientes
com doengas hematologicas. Os resultados gerados por este estudo poderdo fornecer dados
importantes relacionados a dinamica de transmissdao e a possivel associagdo do
prognostico das doencas hematoldgicas com a infecgdo por B19V, além de fatores

associados a suscetibilidade desta infec¢ao na populagdo de estudo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histodrico da infeccao

Os primeiros casos registrados de infec¢cdes por virus da familia Parvoviridae
foram causados pela espécie Carnivore bocaparvovirus 1, pertencente a subfamilia
Parvovirinae e género Bocaparvovirus na década de 1960. Este virus se espalhou
rapidamente em curto de periodo tempo, causando uma pandemia entre caes de diferentes
racas (2). Nos Estados Unidos, ainda na década de 1960, um virus atualmente conhecido
como Parvovirus canino tipo 1 (CPV1) foi responsavel por diversas infeccdes
respiratdrias e gastrointestinais em caes, o que resultou em muitas mortes (22). Na década
de 1970 foi descoberto uma nova cepa denominada Parvovirus canino tipo 2 (CPV?2),
antigenicamente e geneticamente distinta da primeira, responsavel por causar um surto
em cdes (23,24).

Com o tempo, descobriu-se que as parvoviroses ndo eram exclusivas apenas de
caes. A espécie viral Parvovirus simio, por exemplo, foi caracterizada como
infectocontagiosa em macacos. Na década de 1990, foi realizado um experimento
envolvendo 6 macacos da espécie Macacos cynomolgus, fémeas, adultos e saudaveis.
Pela primeira vez foi introduzido particulas do virus Parvovirus simio em macacos por
via intravenosa e via nasal para averiguar a patogénese viral (25). Por meio deste estudo,
foi possivel identificar que o Parvovirus simio  apresenta tropismo por células
eritrocitarias. Com o passar do tempo, com o avanco de estudos que utilizavam modelos
animais passou-se a compreender melhor a patogénese dos Parvovirus (26).

A classificagdo dos membros da familia Parvoviridae é baseada em suas
caracteristicas morfoldgicas e funcionais, diferindo primariamente entre patégenos que
infectam humanos ou animais, incluindo os insetos (27). Os primeiros Parvovirus
humanos encontrados foram denominados adeno-virus associados (AAVS) e néo
apresentavam patogenicidade para humanos. Posteriormente, foram descobertos os
primeiros Parvovirus patogénicos para humanos, B19V e Bocavirus humano 1 (28).

Em 1975, em Londres, o virus B19V foi descoberto pela virologista australiana
Yvonne Cossart, que identificou uma particula viral diferente em doadores de sangue por
meio de microscopia eletrénica (1). O B19V foi caracterizado como um dos menores
virus contendo DNA capazes de infectar células e, portanto, passou a ser chamado de

parvovirus — do latim “parvus” que significa “pequeno ou minimo” (29). Embora apos a
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descoberta tenha sido conhecido popularmente como parvovirus humano, foi
oficialmente registrado como B19V pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) em 1985 e reconhecido como um membro da familia Parvoviridae (30).

Na Inglaterra, em 1985, foi realizado um experimento para investigar a duracao
e 0s sintomas mais comuns do virus B19V. Voluntarios saudaveis foram inoculados com
0 virus obtido de uma pessoa infectada assintomatica. O estudo observou a presenca de
eritema infeccioso exantematico em grande proporcdo dos participantes, que foi

associada a infeccao por B19V (31).

2.2 Biologia do virus B19V

O género Erythroparvovirus pertencente a familia Parvoviridae, subfamilia
Parvovirinae, abriga atualmente 07 espécies de virus: Pinniped erythroparvovirus 1;
Primate erythroparvovirus 1; Primate erythroparvovirus 2; Primate erythroparvovirus
3; Primate erythroparvovirus 4; Rodent erythroparvovirus 1; e Ungulate
erythroparvovirus 1 (32). A espécie Primate erythroparvovirus 1, comumente conhecida
como Human parvovirus B19 (B19V) (33), infecta humanos causando uma ampla gama
de manifesta¢des clinicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos (34).

O B19V é um virus icosaedro pequeno (19-25 nm), ndo envelopado, composto
por uma molécula de DNA linear de fita simples com tamanho aproximado de 5600 pb.
Seu genoma contém 02 grandes regides abertas de leitura (ORF), denominadas cap e ns,
flanqueadas por regides de repeti¢des terminais invertidas (TIRs). A ORF ns proxima a
porcao 5° do DNA ¢ responsavel por codificar a proteina nao estrutural NS1, enquanto a

ORF cap na pogdo 3’ codifica as proteinas estruturais VP1 ¢ VP2 (35).
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Figura 1: Organizacdo gendmica do Parvovirus B19V. (1) ORF ns/cap Quadro de leitura
aberta; (2) NS1 Proteina ndo estrutural; (3) VP1 e VP2 Proteinas estruturais do capsideo
viral; (4) 7.5 kDa e 11 kDa Proteinas ndo identificadas; (5) P6 Promotor.

O B19V possui um unico promotor denominado P6 que tem a finalidade de
executar a transcricdo dos RNAs mensageiros (RNAmXx) (36). A proteina estrutural NS1
apresenta um peso molecular de 77 kDa ap06s traducdo e sua regido codificadora possui
436 pb (37). A proteina NS1 esta estritamente relacionada a estimulacdo de apoptose
celular e desempenha funcgdes importantes durante o processo de infec¢éo, regulagéo do
promotor p6 e replicacdo do DNA viral (3).

A proteina VVP1 é o menor componente estrutural do capsideo viral, com 84 kDa
de massa molecular e codificada por uma sequéncia nucleotidica que pode variar de 2.444
a 4.786 pb (38,39). Essa proteina compBe aproximadamente 5% do capsideo e tem
importante papel na inducdo de resposta imune do hospedeiro. A VP1 atua com alvo de
respostas celulares CD4+/CD8+ e apresenta atividade de fosfolipase A2, o que auxilia o
transporte da particula viral na célula infectada (39). A proteina VP2 também é um
componente estrutural que compdem 95% do capsideo viral, com massa molecular de 58
kDa, sendo codificada por uma regido que varia de 3.125 a 4.786 pb. Compartilham
caracteristicas estruturais, porém difere na estrutura priméaria, tendo VP1 227

aminoéacidos a mais que a VP2 (38,39).
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Atualmente, existem 3 gendtipos encontrados do B19V na populacdo. Foram
notificados pela primeira vez na Finlandia, Dinamarca e Paris entre a década de 1970 a
2000 afetando principalmente criancas e idosos (40-42).

Os trés genotipos apresentam a uma diferenca gendmica (43). O genotipo 1
subdivide-se em 1A e 1B, consiste na primeira cepa encontrada do B19V e é
predominante em todos os continentes (44). O gendtipo 2, inclui as cepas Lali, A6 e seus
isolados relacionados. A cepa Lali foi descoberta na Finlandia no ano de 2002, durante
um estudo que envolvia pacientes com doencas de pele ndo relacionada ao B19V (40). A
cepa A6 foi descrita também em 2002, na Dinamarca, em um paciente HIV positivo e
anémico (41).

O gendtipo 3 se subdivide em 3A e 3B, consiste nas cepas D91.1, V9 com
descoberta em Paris no ano de 1995, em um paciente com anemia microcitica e
linfoneutropenia (42,45,46).

2.2.1 Ciclo viral do B19V

O ciclo viral do B19V ocorre principalmente em celulas mieloides proliferativas
da medula 6ssea, 0 que pode resultar na inibicdo da eritropoiese (47). Além disso, ha a
hipGtese de que o B19V possa modular o microambiente medular. A infecgdo viral e a
subsequente destruicdo de células eritroides podem desencadear uma reacdo inflamatéria
local na medula 6ssea, exercendo impacto sobre o ambiente celular e os mecanismos
reguladores que governam a producdo de células sanguineas (48). Por se tratar de um
virus de ciclo litico, sua replicacdo ocasiona a lise das células hospedeiras (47). A
afinidade do B19V por células progenitoras eritroides é devida a presenca do antigeno
globosideo P (GB4) na superficie dessas células. Este antigeno é mais frequentemente
encontrado na superficie das células progenitoras eritrdides, mas também pode ser
expresso por outros tipos celulares, incluindo megacariocitos, células endoteliais,
placentarias, miocardicas, fetais, hepaticas, figado, pulméo e rim (49).

A replicacdo viral do B19V depende da interacdo do virus com receptores
presentes na superficie das células hospedeiras. O virus primeiro interage com o receptor
antigeno P e sofre uma mudanca conformacional que expde VP1u (50). Contudo, o nivel
de expressdo do antigeno P ndo esta relacionado com a eficiéncia da ligacdo viral,

sugerindo a existéncia de um co-receptor celular alternativo para a entrada do B19V (51).
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O complexo das integrinas aff desempenha um papel importante na replicacdo do
B19V, pois atuam como co-receptores importantes no processo de entrada do virus na
célula hospedeira. As expressdes das integrinas pode ser regulada pelo B19V durante a
infeccdo (52).

Apos a entrada no citoplasma da célula hospedeira, o capsideo viral se desfaz, o
material genético viral é transportado para o nlcleo, onde ocorre a replicacao viral (figura
2) (53). A proteina nuclear Ku80 é uma subunidade da proteina Ku que age na reparagédo
do DNA celular, tem papel importante na replicacdo do B19V, pois pode atuar tanto como

fator de favorecimento quanto de restricdo da replicagéo viral (54).

Parvovirus B19
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Figura 2: Ciclo viral pelo Parvovirus B19V. (1) A particula viral tem contato com o
receptor antigeno P e realiza a ligacdo; (2) O virus adentra ao citoplasma da célula; (3)
Ocorre 0 desnudamento do virus transferindo o seu material genético para dentro do
nucleo da célula; (4) Replicacdo do DNA; (5) Transcricdo do RNA,; (6) Traducdo das
proteinas NS1 e 11-kDa; (7) Montagem das particulas e capsideo viral; (8) Lise celular
finalizando o ciclo viral. Fonte: de Souza (2023).

Todo o processo de replicagdo do DNA e organizacdo do genoma do B19V é
semelhante ao dos parvovirus que infectam animais. Entretanto, o B19V tem um
promotor a mais que 0s outros parvovirus. O promotor p6, é localizado na extremidade
5’ do genoma viral (42).

A transcricdo do genoma viral € iniciada no promotor P6 e s&o produzidos 9

RNAs mensageiros (MRNA) (55). Um dos mRNA, originado a partir da extremidade 5'
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esquerda (ORF1), codifica a proteina NS1. Os demais mRNA, originados a partir da
extremidade 3' direita (ORF2, ORF3 e ORF4), codificam as proteinas VP1 e VP2 (56).
A sintese das proteinas estruturais do virus, VP1 e VP2, é realizada no
citoplasma da célula hospedeira. A montagem de novas particulas virais é processada no
nacleo da célula através do deslocamento da fita do &cido nucleico viral (39). O ssDNA
é entdo envolto por capsideos, enquanto que as proteinas ndo estruturais NS1 e 11-kDa
ainda ndo nomeada, presentes no citoplasma induzem a apoptose celular. 1sso resulta na

liberacdo das particulas virais “maduras” por meio da lise celular (3).

2.3 Epidemiologia

2.3.1 Epidemiologia da infecgdo por B19V no Mundo

Como mencionado anteriormente, a infeccdo pelo B19V é responsavel por
diversas complicacBes na saude tanto em pessoas saudaveis, CoOmo em pessoas com
doengas hematoldgicas ou com sistema imunoldgico comprometido (57). O B19V tem
ampla distribuicdo geografica com prevaléncias que variam de acordo com 0 grupo
populacional e regido, comumente aumentando de acordo com a idade (58).

Baseado em uma revisdo de literatura publicada no ano de 2021 (59), é possivel
observar a ampla disseminacdo do B19V em varios continentes. Um total de 17 paises
foram descritos no estudo em termos de prevaléncia para o B19V, sendo eles: China
(28,8%), Brasil (55,7 %), Ird (38,1%), Espanha (31,1 %), Australia (61,2 %), Bélgica
(73,9 %), Chile (54,7 %), india (34.1 %), Italia (79,1 %), Nigéria (66,0 %), Arabia
Saudita (76,3 %), Africa do Sul (62,2 %), Coreia do Sul (59,3 %), Suddo (63,3 %),
Tunisia (56,0 %), Peru (58,9 %) e EUA (57,4 %) (Figura 3).
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Figura 3: Prevaléncia da infeccdo por B19V entre diferentes paises. Italia, Arabia Saudita
e Bélgica (> 71%); Nigéria, Suddo, Africa do Sul e Austréalia (61% a 70%); Coreia do
Sul, Peru, EUA, Tunisia, Brasil e Chile (51% a 60%); Ira, india e Espanha (31% a 50%);
China (< 30%). O mapa foi construido utilizando o Datum WGS84, EPSG 4326 e base
ortogréfica obtida em ArcGIS (60). Fonte: de Souza (2023).

Uma anélise molecular realizada em 20.000 bolsas de sangue coletadas na
Escocia, identificou 6 amostras positivas para B19V (correspondendo a uma prevaléncia
de 0,03%). Posteriormente, 18 pacientes com deficiéncia de fator VIII testaram positivo
para o virus. A deteccdo especifica do virus B19V foi possivel através de técnicas
moleculares, que sdo fundamentais para a deteccdo e exclusdo de uma possivel infeccdo
viral, além de prevenir a transmissao por transfusdo de sangue (61).

Atualmente, o gendétipo G1 € mundialmente predominante (62). O genotipo G2
é relatado com mais frequéncia em pacientes nascidos a partir de 1972 e por esse fato néo
é muito frequente (63). O gen6tipo G3 tem a maior prevaléncia na Africa Ocidental, ainda
que possa também ser encontrado na Africa Subsaariana, América do Sul, Estados Unidos
e Franca. N&o hé relagdo direta entre 0s gendtipos e os tipos de manifestagdes clinicas
associadas a infecgdo por B19V (7).

A presenca do B19V em mulheres gestantes requer o dobro de atengédo. Varias
epidemias foram descritas e notificadas na Irlanda, Estados Unidos e outros paises (64).
Vale ressaltar que uma vez infectada, mulheres gravidas necessitam de acompanhamento
médico devido ao aumento do risco de hidropisia fetal induzida por B19V (65).

Em Barcelona, 1.610 mulheres gestantes até a 28° semana foram submetidas a

exame soroldgico para deteccdo de B19V. Um total de 564 (35,03%) testaram positivo
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para IgG-anti-B19V e 60 (3,7%) foram positivas para IgM anti-B19V (66). Na gravidez,
a infeccdo por B19V deve ser acompanhada por profissionais porque o indice de
transmisséo vertical é possivel, 0 que pode resultar em anemia intrauterina, insuficiéncia
cardiaca e até mesmo alteracfes no desenvolvimento do feto (67).

Apesar do virus B19V ser registrado globalmente, é importante notar a grande
falta de estudos realizados no Brasil relacionados a infecgdo e seus diferentes genotipos
em pacientes com doencas hematologicas (62). Embora existam estudos feitos no
passado, eles sdo limitados em numero e alguns deles antigos, o que torna dificil refletir

o0 cenario atual e identificar melhorias para o tratamento da infecg&o.

2.3.2 Epidemiologia da infeccéo por B19V no Brasil

Os estudos disponiveis atualmente acerca dos casos de B19V no Brasil, séo
referentes aos estados do Pard, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Amazonas
e Distrito Federal (68). E um patdgeno que tende a desenvolver infeccdo cronica no
decorrer dessas doencas, comprometendo a recuperacao do paciente (18).

Os primeiros casos de B19V registrados no Brasil s&o provenientes do estado do
Rio de Janeiro, onde a presenca do virus B19V foi identificada em doadores de sangue
no ano de 1983. Na mesma década, 3 mulheres gravidas foram diagnosticadas com a
infeccdo por B19V, por meio de exames clinicos enviados para deteccdo de rubéola. Os
autores em questdo ndo chegaram a publicar os achados laboratoriais, mas no ano de 1989
esses achados foram considerados como 0s primeiros casos da infec¢do de B19V no
Brasil (69).

Na regido sudeste do Brasil, um estudo transversal foi realizado em uma
comunidade suburbana de Sao Paulo durante o periodo de 1990 a 1991. Um total de 435
amostras de individuos saudaveis selecionados aleatoriamente foram analisados. A
prevaléncia estimada da infeccdo pelo B19V nessa populacao foi de 87% entre os recém-
nascidos e 72% entre os individuos na faixa etaria de 31 a 40 anos (70).

Nas cidades de Jodo Pessoa e Recife, localizadas no estado de Pernambuco,
regido Nordeste do Brasil, pacientes diagnosticados com Leucemia Linfoblastica Aguda
(LLA) foram recrutados para investigacao da prevaléncia da infeccdo pelo B19V durante
0 periodo de 2011 a 2013. Posteriormente, amostras de 60 pacientes foram analisadas,

indicando uma soroprevaléncia de 33,3%, o que levantou a possibilidade da infeccdo por
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B19V estar associada a suscetibilidade ao desenvolvimento de LLA em criangas e
adolescentes (71).

Um estudo de soroprevaléncia foi realizado em 477 doadores de sangue na
regido Centro-Oeste do Brasil, no Distrito Federal. Os resultados indicaram uma baixa
prevaléncia de infeccdo pelo B19V, com apenas 1 (0,21%) caso positivo identificado (72).
Em contraste, observou-se alta prevaléncia do virus B19V na regido Sul do Brasil,
especificamente no estado do Rio Grande do Sul, com 258 (53,9%) casos positivos
identificados em servigo hospitalar de hemotransfusdo. O gendtipo 1 foi 0 mais prevalente
na populagéo estudada (73).

A apesar da presenca de todos os trés gendtipos (G1, G2 e G3) em pacientes com
sintomas hematologicos no Brasil (74), ainda séo escassos estudos epidemiologicos que
busquem caracterizar a infec¢do por B19V nas diferentes regides e estratos populacionais
do pais (18).

2.3.3 Epidemiologia da infeccéo por B19V na regido Norte

Um estudo conduzido na cidade de Belém do Para, no norte do Brasil entre os
anos de 1994 e 2000, para investigar a presenca de infec¢éo por B19V. Os primeiros casos
foram identificados na regido durante esse periodo. Foram recrutados 220 pacientes
diagnosticados com Artropatia para analisar a presenca do virus. A prevaléncia
encontrada foi de 8,6% (9/220), configurando um alerta para o periodo, devido a um
possivel inicio de epidemia por B19V (68).

No municipio de Manaus, estado do Amazonas, foi realizado um estudo por
pesquisadores da Fundacdo de Medicina Tropical (FMT) para detectar a presenca de
B19V em 1.107 amostras de pacientes com achados clinicos de doencas exantematicas.
Neste estudo, foi identificada uma prevaléncia de 25,1% (278/1107) para infeccdo por
B19V, sendo que 47 (17%) individuos testaram positivo para IgM. A positividade foi
maior entre criangas e adolescentes, com um total de 33 (70%) individuos menores de 15
anos. Este estudo, configurou os primeiros achados de B19V no Amazonas (18).

Em 2013 um estudo foi realizado por meio da técnica de ensaio nested-PCR
para detectar o DNA do B19V no municipio de Tefé-AM em 44 pacientes com suspeita
de dengue e mostrou uma prevaléncia de 8 pacientes com idade inferior a 14 anos com

resultado positivo (18,2%) para infec¢do por B19V (19).
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Diante da escassez de dados relacionados a epidemiologia do B19V na regido
Norte, observou-se a importancia significativa para evolugéo de estudos que abrange toda
regido por se tratar de um virus litico e com transmissdo via goticulas e transfusao
sanguinea, tornando facil a propagacéo do virus (47). Além do que é de beneficio para o

préprio paciente o diagnostico, facilitando um acompanhamento médico mais eficaz.

2.4 Diagnostico, tratamento e transmissao do B19V

O diagndstico laboratorial da infeccdo por B19V geralmente é realizado por
sorologia por meio da deteccdo de anticorpos IgG ou IgM contra virus B19V. Anticorpos
IgM podem ser detectados até 20 semanas ap6s a viremia e o IgG de quatro a cinco meses
apos a infeccdo (9).

O diagndstico diferencial é realizado por meio de ensaios moleculares,
principalmente por PCR, visto que ensaios moleculares apresentam maior especificidade
(75). Além disso, tambem é feito exame de medula dssea (avaliar na leitura presenca de
pronormoblastos gigantes e aplasia de eritrocitos) e cultura (realiza o isolamento da
presenca do virus nas culturas especializadas de células progenitoras eritroides) (76).

No ato da transfusdo de sangue € muito importante ter a certeza do diagnostico
do paciente. O método de PCR € o mais indicado para ser aplicado rotineiramente para
prevenir a transfusdo do virus B19V em sangue e hemoderivados, além de evitar a
propagacdo de transmissao iatrogénica de infeccBes por negligéncias médicas (61).

O tratamento da infec¢do por B19V é sintomatico, sendo realizado por meio da
administracdo de analgésicos e anti-inflamatdrios nédo esteroides (AINEs). O objetivo do
tratamento esta no controle de febre, artralgias e cefaleia quando ocorrem manifestacoes
clinicas como eritema infeccioso ou Artropatia (77). Nos casos mais graves, como crise
apléastica transitoria, é necessaria a reposicdo de séries vermelhas por transfusdao com
intuito de diminuir as chances de anemia (69). Em casos de anemia cronica 0 mais
indicado é o acompanhamento do paciente por profissionais ap6s transfusdo de sangue
(78).

A transmissdo do B19V ocorre principalmente por meio de goticulas
respiratorias, transfusdo de sangue, componentes sanguineos ou por via transplacentaria.
A transmissdo do virus ocorre com mais frequéncia em domicilio, creches e escolas
(79,80). E importante ressaltar que boa higienizac&o e cuidados bésicos continuam sendo

as melhores formas de prevencéo (10,81).
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2.5 Principais manifestacdes clinicas associadas ao B19V

As manifestacbes clinicas associadas a infeccdo pelo B19V dependem da
condigdo clinica do sistema imunoldgico e hematoldgico do individuo, principalmente
devido esse virus ter tropismo por células percussoras dos eritrocitos da medula 6ssea
(82). Individuos imunocomprometidos costumam apresentar manifestacées clinicas mais
graves. Por outro lado, os pacientes saudaveis de diferentes faixas etarias costumam ser
assintomaticos na maioria dos casos (83). As principais manifestacGes clinicas sao
“eritema infeccioso, poliartropatia, crise aplastica transitoria, anemia persistente e
hidropisia fetal” (84).

O eritema infeccioso é uma doenca de fase aguda, também conhecida como a
quinta doenca ou megaloeritema epidémico por se espalhar em uma grande proporcéo em
criancas, causando manifestacOes clinicas como infeccdo exantematica (85). Essa doenca
afeta principalmente criancas até 10 anos de idade, mas em casos de epidemia pode
ocorrer entre todas as idades (86). Nos primeiros dias 0 paciente pode ser assintomatico.
Os sintomas mais frequentes séo febre baixa, mal estar e dor de cabeca e no corpo (87).

Apo6s o paciente comecar a sentir leves desconfortos referentes a coceiras, se
formam feridas sobre a pele de forma exagerada. Erup¢cdes podem aparecer até mesmo
depois de varios dias apds a infecdo, podendo até mesmo se espalhar por todo o corpo do
paciente que foi infectado (4). Pelo rosto surgem irritacdes graves na parte das bochechas
em forma de maculopépulas. Apesar de todas os sintomas serem de grande preocupacao,
o0 eritema infeccioso € benigno e o periodo de incubacdo varia de 4 a 14 dias. Os surtos
sdo mais frequentes durante a primavera (88).

Enquanto o eritema infeccioso € predominante em criancas, a Artropatia aguda
ou cronica atinge em grande parte pessoas adultas do sexo feminino. Essa doenca tem
curta duracdo, aproximadamente de 1 a 3 semanas (89,90). Um estudo para investigar a
associacao entre o virus B19V e manifestagdes clinicas de artrite e artralgia demonstrou
que ha uma maior prevaléncia de artrite e artralgia relacionadas a infec¢éo pelo virus
B19V em mulheres comparado a homens (68). As manifestacdes reumaticas sé foram
associadas ao B19V em 1985 de acordo com os casos relatados (91,92).

O B19V tem sido associado a miocardite (MC) e cardiomiopatia dilatada (DCM)
nos Gltimos anos (93). As cardiomiopatias primarias sdo classificadas em genéticas e

adquiridas e engloba as doencas que atinge o miocardio, associadas a disfuncdo mecanica
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e elétrica do coracdo (94,95). A presenca de cardiomiopatia em pacientes infectados por
B19V tem sido associada com o prognostico do paciente, sendo etiologicamente
relevante na presenca de outros virus cardiotrépicos, quando a carga viral nos pacientes
esta significativamente alta (96).

A infeccdo por B19V durante a gravidez € tipicamente adquirida por transmissao
transplacentaria em cerca de 30 a 50% dos casos (97). Pode causar perda fetal e, se a
gravidez continuar, anemia fetal grave e hidropisia ndo imune (8). Estudos demonstram
que quando o periodo hepatico de atividades hematopoiética esta ligado ao
desenvolvimento da infeccdo durante o periodo gestacional, a infecgdo por B19V ¢é a
causa mais provavel de a hidropisia fetal. Nesses casos, a infeccdo pode causar
insuficiéncia cardiaca fetal e, consequentemente, morte (98).

A crise aplastica transitoria (CAT) que causa intensa destruicao eritrocitaria é
uma grave manifestacdo clinica associada a infec¢éo por B19V. Uma vez estabelecida a
infeccdo, ocorre a caréncia de precursores eritroides na medula éssea, falta de
reticuldcitos na circulacdo do sangue periférico e uma reducao do nivel de hemoglobina
(99). A Crise Aplastica transitéria foi a primeira doenca a ser associada diretamente com
a infecgéo por B19V. Esse fato ocorreu em um estudo realizado na Jamaica, no ano de
1956, com pacientes portadores de anemia falciforme. Foi levantado a hipétese de que
uma aplasia de células durante um periodo méaximo de 10 a 15 dias estivesse ligada a
infeccdo por B19V (100).

Dados os casos de pacientes que relatam varios sintomas clinicos devido ao
diagnostico da infeccdo por B19V, é de grande importancia o conhecimento dos sintomas
também causados por doencas hematoldgicas. A relagdo entre os dois € extremamente

associada.

2.6 Infeccéo por B19V em pacientes com doencas hematoldgicas

A infeccdo por B19V ¢é oportunista e com frequéncia acomete individuos com
doencas hematoldgicas. O virus com seus efeitos hematotropicos podem levar a um
quadro de citopenia grave e a uma recorréncia de leucemia ou citopenia induzida por
terapia em pacientes com neoplasias hematoldgicas (101,102). Assim como na Leucemia
Linféide Aguda (LLA), a infeccdo por B19V é predominante em criangas com idade
inferior a 10 anos. As primeiras complicagdes clinicas proveniente da infeccéo pelo B19V

foram descritas ha cerca de duas décadas em pacientes diagnosticados com (LLA). Nesses
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pacientes, a infeccdo por B19V frequentemente causa anemia inexplicavel e dificulta a
indugéo de quimioterapia no paciente (103-105).

Em aspirados de medula dssea de pacientes com LLA infectados com o B19V,
é possivel verificar a presenca de pronormoblastos gigantes e auséncia de células
eritréides maduras ou hipoplasia eritroide (LLA) (103). A prevaléncia da infeccdo por
B19V pode variar de 8 a 18% em portadores de LLA (21).

Quando a infeccdo persistente do B19V é diagnosticada em células progenitoras
da linhagem eritréides ao nivel de medula 0ssea, existe grande possibilidade de um
quadro de anemia cronica (20). Em pacientes adultos e criangas saudaveis, no geral, a
anemia ndo é vista com grande importancia clinica. Contudo, a presenca desse virus em
pacientes que possuem doencas hemoliticas pode ter um resultado clinico devastador,
como anemia falciforme, esferocitose, talassemia e crise aplastica (100,106).

A associacdo da infeccdo por B19V em pacientes com anemia falciforme
geralmente causa crises transitorias de eritroblastopenia (auséncia ou diminuicdo do
namero de eritroblastos na medula 6ssea), com anemia grave e necessidade frequente de
transfusdes. Portanto, a identificacdo precoce da infeccdo e o diagnostico diferencial sdo
de fundamental importancia para o prognostico do paciente com essa doenca
hematoldgica (107). Estudos recentes mostraram uma prevaléncia de 56,5% da infeccéo
por B19V em pacientes portadores de doenca falciforme na Tunisia, norte da Africa. A
transmissdo do virus parecia ser hospitalar e a infeccdo resultou em eritroblastopenia
aguda nos pacientes (108)

Infeccdo aguda por B19V associada a adenopatia ou citopenia deve ser
cuidadosamente monitorada para evitar uma possivel evolu¢do hematoldgica maligna.
Além disso, ja foi relatado que o B19V pode ser um potencial desencadeador para o
desenvolvimento de Linfoma de Hodgkin apds a infeccdo (109).

A purpura trombocitopénica idiopética (PTI) é uma condicdo caracterizada pelo
ataque do sistema imune as plaquetas, o que pode levar a trombocitopenia (baixa
contagem de plaquetas no sangue) (110). Em criancas, a PT1 pode ocorrer apds uma
infeccdo viral. O B19V € uma causa rara de PTI em adultos, mas pode causar uma forma
crénica da doenca em casos de infeccdo. Portanto, 0 B19V deve ser considerado como
um possivel agente etioldgico em casos de PTI em criangas (111).

Embora seja conhecida a associagdo do B19V com doencas hematologicas, ainda
sdo poucos 0s estudos que tentam tracar o perfil epidemioldgico e investigar as

implicacdes clinicas dessa infecgdo no prognostico da doenga hematoldgica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a prevaléncia da infeccdo pelo Eritrovirus B-19 (B19V) em pacientes

portadores de doencas hematoldgicas atendidos na Fundacdo HEMOAM.

3.2 Especificos

e Estimar a prevaléncia da infeccdo por B19V em pacientes com doencas hematoldgicas

no estado do Amazonas.
e Estimar a taxa de individuos na fase ativa/aguda da infeccdo por meio da deteccédo de IgM.

e Auvaliar a possivel associacdo do perfil clinico-laboratorial dos pacientes com a

infeccéo pelo B19V.

¢ Investigar a frequéncia de DNA viral sérico na populacdo estudada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CAAE 63474122.1.0000.0009) da Fundacéo de Hematologia e Hemoterapia do Estado
do Amazonas (HEMOAM). Todos os individuos assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido antes de sua participacdo no estudo. O consentimento para menores de
18 anos foi obtido de um dos pais e/ou responsaveis legais. A confidencialidade e o direito
de desistir do estudo a qualquer momento foram assegurados a todos os participantes.

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica de Pesquisa em seres
Humanos da Fundacdo HEMOAM, aprovado e devidamente registrado com 0 nimero do
CAAE 63474122.1.0000.0009, em acordancia com a resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Salde, a qual preconiza as diretrizes e Normas Regulamentares da Pesquisa

Envolvendo seres humanos.

4.2 Caracterizacao da populacgéo investigada

Entre novembro de 2022 e marco de 2023, esta pesquisa realizada no ambulatério
do FHEMOAM teve como alvo pacientes confirmados com diversas doencas
hematoldgicas. O estudo envolveu 421 pacientes com diversas condi¢des hematoldgicas,
provenientes de varias cidades da regido oeste da Amaz6nia brasileira. Pacientes de
ambos o0s sexos, na faixa etéria de 1 a 96 anos, foram elegiveis para inclusdo. Informacgoes
demogréficas detalhadas foram coletadas do sistema de prontuério eletrénico IDOCTOR
da FHEMOAM. Empregando uma abordagem observacional transversal, o estudo adotou
como método de selecdo amostragem consecutiva, sendo o tamanho da amostra

determinado com base em um intervalo de confianca de 95%.

4.3 Diagnostico soroldgico da infecgdo por B19V

As amostras de soro foram testadas para a presenca de anticorpos anti-B19V IgG
e anti-B19V IgM usando um ensaio imunoenzimatico (Anti-Parvovirus B19 ELISA,
Euroimmun, Lubeck, Alemanha), seguindo as recomendag6es do fabricante. A densidade

optica (DO) resultante do teste foi medida em espectrofotdmetro (Molecular Devices, San
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Jose, CA, EUA) em um filtro de 450 nm. A positividade foi estimada calculando-se a
razdo entre a DO da amostra e a DO do calibrador, considerando-se os pontos de corte
indicados pelo fabricante. Os niveis séricos de IgG anti-B19V foram estimados em Ul/mL
interpolando a curva padrdo fornecida pelo fabricante. O kit utilizado apresenta 100% de
especificidade e sensibilidade para a detecgéo de IgG anti-B19V. A especificidade e a
sensibilidade para a deteccdo de IgM anti-B19V séo de 97,9% e 100%, respectivamente.
O limite de detecc¢do dos testes foi definido como um valor de trés vezes o desvio padrdo
de uma amostra livre de analito, sendo o valor final a menor concentracdo de anticorpos

detectavel.

4.4 Extracdo de Acido Nucleico e Deteccdo de DNA B19V

Todas as amostras de soro foram submetidas a extracdo de DNA utilizando o
protocolo Blood Lysate do PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Waltham,
MA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A detec¢do do DNA B19V foi
realizada por PCR em tempo real na plataforma QuantStudio 5 (Applied Biosystems,
Waltham, MA, EUA). A reacdo de amplificagdo foi realizada utilizando 200 ng de
amostra de DNA e envolveu a utilizacéo de primers forward (5'-CAC CCC CAT GCC
TTA TCA TC-3) e reverse (5-TTG TAC GCT AAC TTG CCC AG-3) na
concentragdo de 5 pM, juntamente com a sonda (5'-FAM-CAG TCA TGC AGA ACC
TAG AGG A-3') na concentragdo de 10 pM. Esta reacdo foi conduzida com o TagMan
Fast Virus 1-Step Master Mix da Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA. A reacgéo
de amplificagdo foi realizada com volume total de 10 pL. A reag@o consistiu em uma
desnaturacdo inicial a 95°C por 20 segundos, sucedida por 45 ciclos consistindo de 3

segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C cada.

4.5 Andlise dos dados

Regresséo logistica multinomial e razao de prevaléncia (RP) foram utilizadas para
investigar a associacdo entre a probabilidade de infeccdo pelo B19 e variaveis
demograficas ou diferentes tipos de doencas hematoldgicas. A RP foi determinada
dividindo-se a prevaléncia entre individuos expostos a caracteristicas demograficas
especificas ou doencgas hematoldgicas pela prevaléncia entre aqueles ndo expostos. A

regressao linear foi utilizada para testar as relagdes entre as concentragdes plasmaticas de
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IgG anti-B19V e variaveis quantitativas continuas. O teste t de Student e a ANOVA one-
way foram utilizados para testar a diferenca entre médias de duas ou mais variaveis,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos
quando o valor de p foi menor que 0,05 para um intervalo de confianca (IC) de 95%. Para

a analise estatistica foi utilizado o software R versédo 4.3.0.
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Abstract

Parvovirus B19 (B19V) infects erythroid precursor cells, compromising red blood cell
production. This can trigger severe anemia and other hematological diseases in
susceptible patients. However, data on B19V epidemiology in patients with
hematological diseases are scarce, especially in the Northern region of Brazil. The aim of
this study was to estimate the prevalence of IgG and IgM antibodies against B19V, and
to detect B19 DNA, in patients with hematological diseases undergoing treatment at a
large blood center in the western Brazilian Amazon. Plasma samples from 421 patients
were subjected to enzyme immunoassay for the detection of anti-B19V IgG and IgM
antibodies. Subsequently, all samples underwent gPCR for viral DNA detection. B19V
infection was prevalent in more than half of the study population (55.11%). Notably,
women (PR: 1.62; 95% CI: 1.10-2.41; p = 0.016) and individuals aged 60 and above (PR:
7.72;95% CI: 3.77-15.80; p = 0.016) were more susceptible to infection, as were patients
with thrombophilia, lymphoma, and anemia, with thrombophilia showing the highest
vulnerability (PR: 6.52; 95% CI: 1.78-23.88). Twelve e patients were positive for IgM
anti-B19, and the presence of B19V DNA was confirmed in 2 patients (0.46%). Patients
with hematological diseases, especially thrombophilia, are at increased risk of B19V
infection, underscoring the importance of epidemiological surveillance and prevention
strategies to improve clinical outcomes of IgG and IgM antibodies against B19V, and the
presence of B19 DNA, in patients with hematological diseases undergoing treatment at a
major blood center in the western Brazilian Amazon.

Introduction

Parvovirus B19 (B19V) was discovered in 1975 and belongs to the Parvoviridae
family and the genus Erythroparvovirus (112). Its genome is composed of single-stranded
DNA (ssDNA) of approximately 5 kb and encodes and encodes three main proteins, VP1,
VP2, and NS1, alongside several small-er accessory proteins that contribute to viral
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function (113). It is classified into three genotypes (1, 2 and 3) and has an affinity for
proerythroblasts in the bone marrow, binding to the P (Globoside) antigen on their
membranes (114-116). The NS1 protein has been identified as the main mediator of
apoptosis in B19V-infected cells, playing a crucial role in the development of clinical
complications (117). This virus is commonly related as the causative agent of erythema
infectiosum, popularly known as the "fifth disease”, due to its characteristic distinctive
skin rash (118).

B19V is ubiquitous, infecting most people at some point in their lives (119). Its
transmission occurs mainly through respiratory droplets, viremic blood transfusion, and
transplacental route (120). Although B19V infections often manifest asymptomatically
or with mild symptomes, it is notable that the virus has the ability to temporarily interfere
with erythropoiesis, culminating in hematologic disorders (121). Among these
manifestations, idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) and anemia in
immunocompromised individuals stand out, in addition to other conditions associated
with the production of red blood cells (122).

Some rare hematological manifestations have been associated with B19V infection
since the identification of this virus and its tropism by proerythroblasts, including
bicytopenias, pancytopenia, myelodysplastic syndrome and leukoerythroblastopenia
(123). Studies indicate a case frequency of 15 to 30% of B19V infection in patients with
Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) (124,125). Furthermore, studies conducted in
Tunisia reported a prevalence of 65% among blood donors and 56.50% among patients
with sickle cell disease for B19V infection (126,127).

A study conducted in Saudi Arabia investigated B19V infection in patients with
sickle cell disease, revealing a prevalence of 37.6% in this population (128). In the
Northern region of India, a prevalence of 53.4% of B19V infection was observed in
children with hemato-oncological disorders (129). In Brazil, the first reports of B19V
infection date back to 1985, when three pregnant women were referred for detection of
rubella antibodies in Rio de Janeiro (130). In addition, case studies point to B19V
infection as a strong complicating factor in the clinical course of hematological diseases
(130-132). Despite its global prevalence in hematological disorders, comprehensive
epidemiological studies on B19V, especially in Brazil's Northern region, remain lacking.
Case studies underscore the significant impact of B19V on the clinical course of
hematological diseases.

Individuals with hematologic disease infected with B19V have a decrease in the
production of viable erythrocytes, exacerbating the disturbance of hematologic
homeostasis (133). This decrease is particularly evident in patients with anemia and
leukemia (134). In patients with compromised hematopoietic system, such as in cases of
leukemia or bone marrow transplant recipients, B19V infection can lead to serious blood
disorders, including pancytopenia and bone marrow necrosis syndrome/fat embolism
(135). In some rare cases, B19V infection can also complicate the course of acute
leukemia (125). In patients with chronic hemolytic anemia, B19V infection can trigger
an aplastic crisis, temporarily stopping the production of blood cells in the bone marrow
and aggravating anemia (136,137). B19V-associated ITP is a condition that results in
thrombocytopenia, characterized by a low platelet count in the blood. In children, ITP can
develop as a chronic condition after an acute viral infection (138,139).
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The intricate relationship between B19V infection and hematologic diseases
underscores the pivotal role of epidemiological studies in shaping clinical strategies and
public health interventions. By thoroughly estimating B19V prevalence across diverse
hematological conditions, this knowledge not only enhances patient care but also guides
preventive measures. Epidemiological studies serve as the initial step in developing
tailored patient management approaches, facilitating a deeper understanding of the
intricate link between viral infections and hematologic disorders. Thus, this study
performed the seroepidemiological investigation of parvovirus B19V infection in patients
with hematological diseases in the state of Amazonas, Brazil.

Materials and Methods
Ethical Approval

This study was approved by Human Research Ethics Committees (CAAE
63474122.1.0000.0009) of the Foundation of Hematology and Hemotherapy of the
Amazon state (HEMOAM). All individuals signed the informed consent form prior to
their participation in the study. Consent for individuals under 18 years of age was obtained
from one of the parents and/or legal guardians. Confidentiality and the right to withdraw
from the study at any time were assured to all participants.

Study design and Population

Between November 2022 and March 2023, this research conducted at the outpatient
clinic of FHEMOAM targeted patients confirmed with various hematological diseases.
The study involved 421 patients with diverse hematological conditions hailing from
various cities and towns within the western Brazilian Amazon region.Both male and
female patients within the age range of 1 to 96 years were eligible for inclusion. Detailed
demographic information was gathered from the electronic medical record system
IDOCTOR at FHEMOAM. Employing a cross-sectional observational approach, the
study adopted consecutive sampling as its selection method, with the sample size
determined based on a 95% confidence interval.

Serological Analysis

Serum samples were tested for the presence of anti-B19V IgG and anti-B19V IgM
antibodies using an immunoenzymatic assay (Anti-Parvovirus B19 ELISA, Euroimmun,
Lubeck, Germany), following the manufacturer's recommendations. The optical density
(OD) resulting from the test was measured in a spectrophotometer (Molecular Devices,
San Jose, CA, USA) at a 450 nm filter. The positivity was estimated by calculating the
ratio of the sample’'s OD to the calibrator's OD, considering the manufacturer's indicated
cut-off values. Serum levels of anti-B19V IgG were estimated in I[U/mL by interpolating
the standard curve provided by the manufacturer. The utilized kit exhibits 100%
specificity and sensitivity for the detection of anti-B19V IgG. The specificity and
sensitivity for the detection of anti-B19V IgM are 97.9% and 100%, respectively. The
detection limit of the tests was defined as a value of three times the standard deviation of
an analyte-free sample, with the final value being the lowest detectable antibody
concentration.

Nucleic Acid Extraction and B19V DNA Detection
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All serum samples underwent DNA extraction using the Blood Lysate protocol of
the PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA), following the
manufacturer's recommendations. Detection of B19V DNA was performed through real-
time PCR on the QuantStudio 5 platform (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).
The amplification reaction was performed using 200 ng of DNA sample and entailed the
utilization of forward (5'-CAC CCC CAT GCC TTA TCA TC-3') and reverse (5-TTG
TAC GCT AAC TTG CCC AG-3') primers at a concentration of 5 uM, along with the
probe (5'-FAM-CAG TCA TGC AGA ACC TAG AGG A-3) at a concentration of 10
uM. This reaction was conducted with the TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix from
Applied Biosystems, Waltham, MA, USA. The amplification reaction was performed
with a total volume of 10 pL. The reaction consisted in an initial denaturation at 95°C for
20 seconds, succeeded by 45 cycles consisting of 3 seconds at 95°C and 30 seconds at
60°C each.

Statistical Analysis

Multinomial logistic regression and prevalence ratio (PR) were used to investigate
the association between the likelihood of B19 infection and demographic variables or
different types of hematological diseases. PR was determined by dividing the prevalence
among individuals exposed to specific demographic characteristics or hematological
diseases by the prevalence among those not exposed. Linear regression was used to test
the relationships between plasma concentrations of anti-B19V IgG and continuous
quantitative variables. The student's t-test and one-way ANOVA were used to test the
difference between means of two or more variables, respectively. The results were
considered statistically significant when the p-value was less than 0.05 for a 95%
confidence interval (Cl). R version 4.3.0 software was used for statistical analysis.

Results

Prevalence of B19V infection according to demographic factors and type
hematological diseases

The prevalence of B19V infection in the study population was 55.11% (95% CI:
0.50-0.60). Prevalence rates were higher in women than men (prevalence: 59.92% vs.
40.14%, PR: 1.62; 95% CI: 1.10-2.41; p = 0.016). The prevalence increased with age,
with the highest prevalence in patients over 60 years old (72.22%) and the lowest
prevalence in young people aged 01-18 years (27.01%) (table 1). The increase in age was
positively correlated with a rise in prevalence (PR: 5.41 for the age group of 19-30 years
vs. PR: 7.72 for patients over 60 years old (p < 0.0001 for both comparisons).

Table 1. B19V prevalence in the study population according to sex and age.
1gG

Category N (%) positive N (%6) PR (95% CI) p-value
Sex

Men 169 (40.14) 81 (47.93) Ref.

Women 252 (59.86) 151 (59.92) 1.62 (1.10-2.41) 0.016
Age (years)

01-18 137 (32.54) 37 (27.01) Ref.

19-30 66 (15.68) 44 (66.67) 541 (2.86-10.21) p < 0.0001
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31-40 48 (11.40) 33 (68.75) 5.95 (2.90-12.18)  p < 0.0001
41-50 63 (14.96) 44 (69.84) 5.81(3.03-11.14) p <0.0001
51-60 53 (12.59) 35 (66.04) 5.26 (2.66-10.40) p < 0.0001
60+ 54 (12.83) 39 (72.22) 7.72 (3.77-15.80)  p < 0.0001

PR, Prevalence Ratio; Cl, Confidence Interval; Ref., Reference; The values of PR, ClI,
and p-value were obtained from Multinomial Regression Analysis.

B19V infection prevalence varied depending on the type of hematological disease,
with higher rates observed in patients with thrombophilia (88.89%), followed by
lymphoma (61.40%), anemia (57.69%), and leukemia (43.40%).Prevalence rates were
higher among the following patient groups: anemia (PR: 1.83; CI: 1.11-3.01; p = 0.018),
lymphoma (PR: 2.08; 95% CI: 1.08-4.00; p = 0.029), chronic myeloid leukemia (PR:
5.24; 95% CI: 1.83-15.06; p = 0.002), and thrombophilia (PR: 6.52; 95% CI: 1.78-23.88;
p = 0.005). Notably, patients with thrombophilia exhibited higher likelihood of infection,
being six and a half times more vulnerable compared to individuals with other
hematological diseases like leukemia. Conversely, patients with sickle cell anemia
demonstrated lower likelihood of B19V infection (PR: 0.24; 95% CI: 0.08-0.67; p =
0.007) (Table 2).

Table 2. B19V seroprevalence according to hematologic disorders.

Sex

Hematologic Age 1gG positive N —
diseasesg megan F M N (%) ’ IO(%) PR(85% CI) vz?lue
Leukemia 22+30 55 51 106 (25.18) 46 (43.40) Ref.
ALL 11+17 24 32 56 (52.83) 17 (30.36) Ref.
CLL 43 +81 3 2 5(4.72) 2 (40.00) 1.53 (0.23-10.00) 0,657
AML 22+39 10 8 18(16.98) 8 (44.44) 1.84 (0.62-5.46) 0,275
CML 39+52 15 8 23(21.70) 16 (69.57) 5.24 (1.83-15.06) 0,002
Undetermined 01+13 3 1 4 (3.77) 3 (75.00) - -
Anemia 34+41 113 43 156 (37.05) 90 (57.69) 1.83 (1.11-3.01) 0,018
Iron-deficiency 37+50 25 7 32(20.51) 24 (75.00) Ref.
Aplastic 22 +49 8 7 15 (9.62) 13 (86.67) 2.17 (0.40-11.74) 0,37
Fanconi 26 1 - 1(0.64) - - -
Sickle Cell 15+26 21 15 36 (23.08) 15 (41.67) 0.24 (0.08-0.67) 0,007
Hemolytic 26+46 11 4 15 (9.62) 9 (60.00) 0.50 (0.14-1.85) 0,298
Megaloblastic 52+72 14 2 16(10.25) 8 (50.00) 0.43(0.12-1.53) 0,191
Microcytic 13 + 36 2 1 3(1.92) 2 (66.67) 0.67 (0.05-8.36) 0,753
Pernicious 48 — 1 1(0.64) — — —
Undetermined 31+46 31 6 37(23.72) 19 (51.35) - -
Lymphoma 34+41 25 32 57(13.54) 35 (61.40) 2.08 (1.08-4.00) 0,029
Hodgkin's 20+30 15 12 27 (47.37) 17 (62.96) Ref.

Non-Hodgkin's 42 + 56 9 19 28(49.12) 17 (60.71) 0.91 (0.31-2.70) 0,864
Undetermined 06 + 28 1 1 2 (3.51) 1 (100.00) - -
Hemophilia 13+ 25 2 19 21(4.99) 13 (61.90) 2.12 (0.81-5.54) 0,125
Leukopenia 51 1 - 1(0.24) 1 (100.00) - —
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Myeloma 39 + 65 4 4 8 (1.90) 3(37.50) 0.78 (0.18-3.44) 0,746
Thrombocytopenia 32+51 15 8 23 (5.46) 14 (60.87) 2.03 (0.81-5.10) 0,132
Polycythemia 51+ 72 2 - 2 (0.48) 1 (50.00) 1.30(0.08-21.42) 0,852
ITP 19+36 16 7 23 (5.46) 8 (34.78) 0.70 (0.27-1.78) 0,449
Thrombophilia 47+61 14 4 18 (4.27) 16 (88.89) 6.52 (1.78-23.88) 0,005
VVon Willebrand 15 + 56 5 1 6 (1.43) 5(83.33) 6.52 (0.74-57.76) 0,092

PR, Prevalence Ratio; Cl, Confidence Interval; Ref., Reference; ITP, Idiopathic Thrombocytopenic Purpura;
ALL, Acute Lymphoblastic Leukemia; CLL, Chronic Lymphocytic Leukemia; AML, Acute Myeloid
Leukemia; CML, Chronic Myeloid Leukemia. The values of PR, Cl, and p-value were obtained from
Multinomial Regression Analysis. F: Female; M: male.

The prevalence of anti-B19V IgM was 2.85% (12/421), with most of those infected
being women (n = 9) aged 30 years or older (n = 8) (Table 3). Of the IgM-positive
patients, 7 (1.66%) were also positive for IgG anti-B19V. B19V DNA was detected in
only two patients (0.46%), neither of whom were positive for either 19G or IgM. One of
the patients positive for B19V DNA had acute lymphoblastic leukemia, and the other had
chronic myeloid leukemia.

Table 3. Positive cases for the presence of IgG and IgM anti-B19V in patients with
hematological diseases.

Hematological diseases Sex Age IgM IgG
Leukemia (Undetermined) F 1 + -
ITP F 10 + -
Thrombocytopenia M 10 + -
Aplastic Anemia F 12 + +
Hodgkin's Lymphoma F 30 + +
Non-hodgkin's lymphoma M 30 + +
Thrombocytopenia F 39 + +
AML M 50 + +
Megaloblastic Anemia F 69 + -
Non-hodgkin's lymphoma F 70 + -
Thrombophilia F 72 + +

Anemia (Undetermined) F 75 + +

ITP, Idiopathic Thrombocytopenic Purpura; AML, Acute Myeloid Leukemia; F, Female;
M, Male; +, Positive; —, Negative.

Analysis of serum anti-B19V 1gG levels

Serum anti-B19V 1gG levels were higher in women than in men (81.11 + 52.67
IU/mL; p = 0.046) (Figure 1A). There was no correlation between anti-B19V IgG serum
levels and age (Figure 1B). Patients with hemophilia (90.48 + 40.63 1U/mL),
thrombocytopenia (85.42 £ 44.59 IU/mL), and anemia (80.21 + 52.62 1U/mL.) had higher
serum anti-B19V IgG levels, but this difference was not statistically significant compared
to other hematological diseases (Figure 1C).
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Figure 1. Anti-B19V IgG serum levels in patients with hematological diseases.
Serological analysis of serum anti-B19V 1IgG levels according to sex (A), age (B) and
type of hematological disease (C). The difference between means of serum anti-B19V
IgG levels by sex was assessed using a student’s t-test. The correlation between serum
anti-B19V IgG levels and age was evaluated through linear regres-sion. Data in figure A
and B are represented by mean and standard deviation. *p=0.046. Fonte: de Souza

(2023).
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Discussion

The prevalence of B19V infection has been assessed in many countries, including
China, the United States, Saudi Arabia, Turkey, and Croatia, with a prevalence range of
20-60% (128,140-143). However, few studies have addressed the circulation of B19V
among patients with hematological diseases worldwide. In the context of Brazil,
particularly in the western Brazilian Amazon region, there is limited epidemiological
information available on B19V infection.

This study found a high prevalence of B19V infection (55.11%) in individuals with
hematological diseases in the western Brazilian Amazon, which was slightly higher than
that found in other regions of Brazil (30-53%) and India (53.40%), but much higher than
that found in Tanzania (29%), Saudi Arabia (37.6%), and the United States (35%)
(128,129,143-147). These findings underscore the importance of understanding regional
variations in B19V prevalence and its potential impact on individuals with severe
hematologic conditions.

In this study, women exhibited higher prevalence rates and notably elevated serum
IgG anti-B19 levels compared to men. Freitas et al. (2002) found a higher prevalence of
B19V infection among women (59.70%) than men (35.40%) in the northern Brazilian
city of Belém do Para (148). Similar findings emerged from another study conducted in
England and Wales, which reported a 28.5% increase in the serum level of anti-B19V
IgG among women compared to men (149). Additionally, certain studies have reported a
higher prevalence of B19V infection in pregnant women, often linked with fetal mortality
(150-152). The reasons behind the higher B19 infection rate in women are still elusive.
Moreover, our study didn't delve into the possible connection between pregnancy and
B19V.

Our findings demonstrated a positive correlation between increasing age and a rise
in the prevalence of B19V infection. Patients older than 60 years showed the highest
prevalence rate, while, patients aged 1 to 18 years showed the lowest. However, serum
anti-B19V IgG levels did not correlate significantly with age. This finding is similar to
that of a study in the State of So Paulo, in which patients with sickle cell anemia over 40
years of age had the highest prevalence (93.3%) and patients aged 1-9 years had the
lowest prevalence (20.70%) within the study population (147). Another study conducted
in Australia with healthy individuals also linked higher prevalence to B19V infection with
increasing age, in which individuals aged 65 to 80 years showed the highest prevalence
to B19V infection (119).

In Germany, the seroprevalence of B19V is around 20% in children aged 1 to 3
years and 67% in adolescents (153,154). Adolescents may contribute to the spread of
B19V infection in school settings, given the high rates of contact and transmission
(153,154). However, the prevalence of B19V infection in children and adolescents in our
study was very low compared to older individuals. One plausible explanation for the
distinct epidemiological pattern identified in our study might be that children and
adolescents with hematological diseases, due to their fragile health, frequently miss
school, where B19V transmission commonly occurs. However, our study did not
specifically measure this possibility, so we cannot definitively assert this correlation.

In this study, patients with thrombophilia, lymphoma, anemia, and chronic myeloid
leukemia had a high prevalence of B19V infection, implying a potentially elevated risk
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of B19 infection for these individuals. However, no correlation was observed between
serum anti-B19V IgG levels and the type of hematological disease. Susceptibility to
B19V infection has been correlated with different hematological diseases, especially
leukemia, lymphoma, and anemia (155). Prior studies have demonstrated an increased
susceptibility to B19 infection among patients with anemia, as evidenced by a
significantly higher prevalence of B19V infection (87%) compared to those with other
hematological malignancies, such as chronic myeloid leukemia (CML, 18.70%) and
lymphomas (52%) (156,157). Anemia is the main consequence of B19V infection due to
the destruction of erythrocyte percussor cells during the viral cycle (158).

Strikingly, our findings revealed that patients with thrombophilia exhibited the
greatest prevalence ratio for B19V infection, which was up to six times higher than that
of patients with other hematological diseases. To date, there is no known direct
association between thrombophilia and B19V infection, but viral infections are known to
be linked to blood clotting disorders (159). For example, B19V can infect endothelial
cells, which are key regulators of coagulation, thereby activating them and initiating the
coagulation process (159,160). Therefore, further studies with larger sample sizes are
needed to confirm the association between thrombophilia and increased susceptibility to
B19V infection, as well as the impact of this infection on the development and prognosis
of this hematological disease.

Conversely, sickle cell anemia showed a lower likelihood of contracting B19V
infection in this study. This contradicts previous findings that have reported a high
prevalence of B19V among individuals with sickle cell disease (161,162). These
contrasting outcomes warrant further investigation into potential factors influencing the
interplay between sickle cell anemia and B19V infection, such as variations in genetic
predispositions or environmental factors. Understanding these discrepancies may provide
deeper insights into the complex relationship between sickle cell disease and B19V
susceptibility, shedding light on novel mechanisms influencing viral interactions within
specific genetic conditions.

Our study found that 12 patients were seropositive for IgM and 7 were seropositive
for both 1gG and IgM anti-B19V. This finding is consistent with the results of a similar
study in India, which reported that 53.40% of patients with hematological diseases were
positive for IgG anti-B19V and 6.70% were positive for IgM antibodies (129).
Interestingly, only 2 patients in our study were positive for B19V DNA, and none of them
had detectable IgM or 1gG anti-B19V antibodies. This suggests that B19V infection in
these cases may have been in its early stages, as B19V viremia is often short-lived and
can be difficult to detect, especially if blood samples are not collected during this period
(117).

Highlighting the significance of blood and plasma transfusions in the treatment of
patients with hematological diseases is crucial. Despite the meticulous screening in
Brazilian hemocenters, B19V screening isn't compulsory in Brazil and other countries
(163,164). This gap in screening could facilitate the transmission of B19V through blood
or plasma, posing serious health risks to patients with hematological conditions.
Complications such as anemia, prolonged red blood cell aplasia, fever, erythema, and
even pancytopenia may arise (165-167). While lacking longitudinal data on post-
transfusion outcomes, our study still offers crucial information for blood safety.
Uncovering the prevalence of this under-researched virus is key to future decisions about
mandatory screening.
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This study had some limitations that include restrictions on access to the medical
records of some patients, preventing access to detailed information about the specific
diagnosis. In most cases, this information was incomplete, compromising further
analyses. Another problem is related to the parents' refusal to accept children to
participate in the study at the time of data collection. However, we understand the
situation due to the sensitivity and severity of some patients. This limitation may have
affected the representativeness of the sample in case of some hematological diseases, such
as myeloma and polycythemia.

Despite the limitations mentioned above, this study provides an important
contribution to B19V surveillance in the Brazilian Amazon region, particularly among
patients with hematological diseases. It presents valuable pioneering epidemiological
information on the dynamics of B19V infection in this specific population, raising
questions about its clinical implications.

Conclusions

Parvovirus B19 is highly prevalent among patients with hematological diseases
undergoing treatment at a renowned blood center in Manaus, Amazonas, Brazil. The
results indicate high vulnerability of this patient population to B19V infection, with a
particular emphasis on the vulnerability of women and the elderly. Moreover, individuals
diagnosed with thrombophilia, lymphoma, anemia, and chronic myeloid leukemia
seemed to be at higher risk to B19V infection. Specifically, individuals diagnosed with
thrombophilia showed a notably higher prevalence of B19 infection, indicating a higher
likelihood of infection compared to the other patients. These findings make a significant
contribution to our understanding of the epidemiology of B19V infection within the
context of hematological diseases. This knowledge paves the way for future
epidemiological studies. These studies hold immense potential to unlock valuable
insights, ultimately improving clinical outcomes for these patients. Furthermore, this
study highlights the importance of B19V in blood safety protocols. Uncovering the
prevalence of this under-tested virus can be a game changer in shaping future decisions
about mandatory screening, ultimately leading to enhanced blood safety measures.
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8. ANEXOS

8.1 Parecer consubstanciado do projeto prevaléncia e caracterizacdo molecular da

infeccéo pelo eritrovirus B19V em paciente portadores de doencas hematologicas.

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E QW‘W
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:PREVALENCIA E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DA INFECGAO PELO
ERITROVIRUS B19 EM PACIENTES PORTADORES DE DOENCAS

Pesquisador: PAULO HENRIQUE RODRIGUES DE SOUZA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 63474122.1.0000.0009

Instituicao Proponente: Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Proéprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.700.238

Apresentagao do Projeto:

O parvovirus humano B19 (B19V), também conhecido como eritrovirus B19, é um virus

de DNA fita simples, pertencente a familia Parvoviridae, que infecta principalmente células

percussoras dos eritrécitos da medula éssea, prejudicando a produgao erirtocitaria. As principais
manifestagdes clinicas associadas a este virus sdo eritema infeccioso, artropatia, crise aplasica transitéria e
aplasia pura de células vermelhas. O desenvolvimento de diferentes tipos de anemias e leucemias
(especialmente leucemia linfoblastica aguda) também ja foi associado a infecgéo por B19V. Contudo, dados
relacionados a epidemiologia desse virus entre pacientes com doengas hematoldgicas sdo escassos. Este
estudo tem como objetivo principal estimar a prevaléncia e caracterizar molecularmente a infecgéo pelo
B19V em pacientes portadores doencgas hematoldgicas atendidos na fundagdo HEMOAM. Apds aprovagéo
pelo comité de ética, pacientes portadores de doengas hematoldgicas serdo selecionados por livre demanda
para coleta de sangue periférico e de dados sociodemograficos por meio de inquérito epidemiolégico. As
amostras de sangue serdo submetidas a sorologia por meio de um um ensaio imunoenzimatico para
deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-B19V.Em seguida, as amostras positivas na sorologia serdo
submetidas a analise molecular por meio das técnicas de Nested-PCR, sequenciamento e filogenia para
caracterizar os subtipos virais circulantes. Os prontuarios virtuais dos pacientes também serdo acessados
para coleta de dados clinicos. Com este estudo, espera-se compreender melhor a epidemiologia do B19v
em nossa regido, a dinamica de sua infecgdo e os aspectos clinicos correlatos em pacientes
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com doengas hematoldgicas.

Objetivo da Pesquisa:

1. Objetivo geral

Investigar a prevaléncia da infecgado pelo eritrovirus B-19 (B19V) e seus subtipos em pacientes portadores
doencas hematoldgicas atendidos na fundagdo HEMOAM.

1.1 Objetivos especificos:

- Estimar a prevaléncia da infecgdo por B19V em pacientes com doencas hematoldgicas;

- Identificar molecularmente os subtipos virais circulantes na populagao estudada;

- Caracterizar sociodemograficamente a populacdo de estudo e identificar os possiveis fatores que possam
estar relacionados a suscetibilidade a infec¢ao pelo B19V;

- Avaliar a possivel associagdo do perfil clinico-laboratorial dos pacientes com a infecgéo pelo B19V.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

No ato da coleta de sangue € o momento em que mais pode haver riscos durante a

execucgdo do projeto. A ocorréncia mais comum € a formagao de hematomas. Todas as coletas

serdo realizadas por pessoas treinadas e caso o paciente tenha algum desconforto tera

atendimento na instituicdo. E alguns pontos a ter cuidado para evitar situagées como essa &,

orientar o paciente a pressionar com algodao a parte puncionada, o garrote (equipamento que faz pressao
no brago) sera solto assim que o sangue comegar a fluir no coletor, apés a coleta ndo dobrar o brago, usar
blusas com mangas mais frouxas e evitar carregar qualquer peso com o brago que foi realizado a coleta
como bolsas e sacolas.

Beneficios

Os dados gerados poderdo permitir avaliar se a situagdo clinica do paciente tem relacao

com a infecgao pelo B19 e se a infecgdo pode ter algum impacto no prognéstico do paciente.
Compreender também a frequéncia e caracterizacdo dos genétipos circulantes nessa populagao
onde contribui pra questao epidemiolégica dessa infecgdo em pacientes com doencgas
hematolégicas
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante e contribuira na investigagao epidemiolégica do parvovirus humano B19 em
pacientes da Instituicdo. O produto deste trabalho trara novas perspectivas para o acompanhamento dos
pacientes do HEMOAM

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Documentos apresentados satisfatérios

Projeto Detalhado Brochura do Investigador

TCLE

TALE Adaptado

Termo de Anuéncia

Declaragées de Compromisso do Pesquisador
Declaragdo de Infraestrutura

Garantia de ressarcimento aos participantes
Garantia de Retorno e Beneficios aos Participante
Declaracao de Sigilo e Patentes

Termo De Compromisso Para Utilizacdo De Dados E Prontuarios - TCUD
Carta de Anuéncia Pesquisador

Recomendacgoées:
Este projeto cumpre as normas legais de desenvolvimento de pesquisa em seres humanos. Desta forma,

recomendo aprovagdo por este comité.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Recomendo aprovagéo por este comité.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/09/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1989871.pdf 20:34:15
Outros Termo_de_Anuencia_do_setor_DAC.pdf| 13/09/2022 | PAULO HENRIQUE | Aceito

20:30:21 |RODRIGUES DE
SOUZA
Outros Termo_de_Anuencia_do_setor_SAME. 13/09/2022 [PAULO HENRIQUE | Aceito
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Outros Termo_de_Anuencia_do_setor_Analises| 13/09/2022 | PAULO HENRIQUE | Aceito
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SOUZA
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SOUZA
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Pesquisadores 20:35:32 |RODRIGUES DE
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Declaragao de Anuencia_Cinthia.pdf 02/09/2022 | PAULO HENRIQUE Aceito
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8.2 Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Centro de Pesquisa: Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

Projeto: Prevaléncia e caracterizagdo molecular da infecgéo pelo Eritrovirus B19 em pacientes portadores de doengas
hematolégicas.

Pesquisador Responsavel: Paulo Henrique Rodrigues de Souza

Pesquisadores colaboradores: Gemilson Soares Pontes (orientador do projeto); Anderson Nogueira Barbosa; Leonardo
Calheiros de Oliveira; André Correa de Oliveira; Cinthia Cristina Xerez de Albuquerque; Rosangela Santos de Abreu.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Eritrovirus B19, é um virus que causa uma doenga comum na infancia e até mesmo na fase adulta e o objetivo
é investigar como se encontra a prevaléncia dessa infec¢do causada por esse virus em pacientes portadores de leucemia,
linfoma e anemia atendidos na fundagdo HEMOAM.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar do estudo, sera coletada 01 Unica vez sangue do seu brago (sangue periférico)
e em seguida este sangue sera transportado para o laboratério de Virologia do INPA onde seréo feitos os testes
laboratoriais. A sorologia sera o primeiro teste a ser realizado para detectar se na amostra existe presenga de anticorpos
anti-B19, caso o resultado seja positivo sera realizara mais testes como a extragéo de DNA, Nested PCR, Sequenciamento
e filogenia para averiguar qual tipo de gendtipo circulante nos pacientes do HEMOAM. Os registros de doagéo referentes
a vocé poderdo ser consultados pelo Comité de Etica do HEMOAM e pela nossa equipe de pesquisadores envolvidos.
Sera apenas coletado informagdes especificas para o desenvolvimento do projeto em seu prontuério, como o resultado
dos exames de hemograma, idade e sexo entre outras. Seu nome néo sera revelado em momento algum, ainda que as
informacgdes de seu registro de doador sejam utilizadas para propésitos educativos ou de publicagéo, que poderéo ocorrer.

RISCOS

Os riscos de participagdo neste projeto estéo relacionados ao desconforto da pungéo da veia para a coleta das
amostras. Durante a coleta, o(a) senhor(a), podera sentir nervosismo, e desconforto no local da coleta, é possivel que
aparega uma mancha vermelha no local, mas € uma reagdo normal, mesmo assim adotaremos medidas para que ndo
venha acontecer casos como esse, adotando procedimentos de boas praticas de coleta de amostras de sangue, como
por exemplo: orienta-lo a pressionar com algodéo a parte puncionada, apds a coleta ndo dobrar o brago, usar blusas com
mangas mais frouxas e evitar carregar qualquer peso com o brago que foi realizado a coleta como bolsas e sacolas. No
caso de ocorrer algum incidente por conta do processo de coleta, o pesquisador responsavel estara disponivel para
assisténcia médica e indenizagdo adequada, caso seja necessario.

BENEFiCIOS

Se vocé participar desta pesquisa, estara contribuindo para um melhor conhecimento e ird gerar dados que
permitirdo compreender também sobre o Eritrovirus B19 em pacientes portadores de doengas hematoldgicas ajudando
no progndstico desses pacientes.

ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Pedimos sua autorizag@o para armazenarmos uma amostra de seu sangue e plasma para uma nova avaliagéo,
se precisar, ou para outros exames que porventura sejam necessarios para o estudo, e que ndo estejam aqui previstos.
O sangue e plasma coletado ficardo armazenados no laboratério de Virologia do INPA para futuras analises ligadas ao
projeto.

ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Se houver alguma intercorréncia em relagéo ao projeto de pesquisa, vocé devera falar imediatamente com
alguém da equipe, ou, em caso de emergéncia, podera contatar diretamente o pesquisador responsavel do estudo, Paulo
Henrique Rodrigues de Souza, através do telefone (92) 99399-2026. Vocé tem total liberdade para recusar a participagdo
ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa. Se vocé decidir que quer interromper a participagédo no
estudo, vocé devera informar a equipe, e assim as coletas de material referentes a pesquisa seréo interrompidas
imediatamente. E de suma importancia que vocé fique ciente que a sua participagéo neste estudo é totalmente voluntaria
e ressaltar que seu tratamento e acompanhamento médico, aconteceréo independentemente de sua participacdo neste
estudo.
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CUSTOS E INDENIZAGAO

Vocé nédo terd qualquer custo ou qualquer forma de pagamento/remuneragédo por sua participacdo neste
estudo. Todos os procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa ndo implicardo qualquer gasto para
vocé. Apesar de ndo haver compensacéo financeira, ao assinar este termo de consentimento vocé néo estara renunciando
a nenhum de seus direitos legais, garantidos na regulacéo brasileira de pesquisa envolvendo seres humanos, sendo um
de seus direitos a solicitagdo de indenizagéo.

ESCLARECIMENTOS

Para obter mais informagdes sobre esta pesquisa, entre em contato com o pesquisador do estudo (e-mail:
phrds.mch22@uea.edu.br (Paulo Henrique). Caso tenha perguntas sobre seus direitos como participante deste estudo,
também pode contar com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hospitalar de Hematologia € Hemoterapia do
Amazonas (CEP-HEMOAM), pelo telefone (92) 3655-0114 ou e-mail: cep@hemoam.am.gov.br, enderego na Av.
Constantino Nery, 4397-Chapada, Bloco A, 2° andar, Sala 13, CEP-HEMOAM, Manaus-AM. O horario de funcionamento
do CEP é de 9 as 13 horas, de segunda a sexta.

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Eu, concordo em ser Participante da Pesquisa e
fazer a doagéo. Além disso, eu tive oportunidade de tirar duvidas sobre o estudo e recebi informagdes suficientes sobre
ele; Autorizo o acesso as minhas informagdes confidenciais; Autorizo o processamento de minhas amostras de sangue e
informacdes; Entendo que receberei uma via deste Termo; Entendo que né&o receberei de forma alguma qualquer
compensagao monetaria por minha participagéo neste estudo; E entendo que minha participagéo é voluntaria e que tenho
a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento.

Por me considerar devidamente informado e esclarecido sobre o contelido deste documento e da pesquisa a ser
desenvolvida, livremente dou meu consentimento para acessar e usar os meus dados nas condigdes descritas neste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Manaus, / /

Assinatura do Doador/Participante da Pesquisa

Assinatura da Testemunha
Assinatura do Pesquisador/ Equipe da Pesquisa

Impressao do dedo polegar
Caso nao saiba assinar
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8.3 Termo de assentimento livre e esclarecido (TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TALE

Prevaléncia e caracterizacao molecular da infeccio pelo Eritrovirus B19 em pacientes
portadores de doencas hematolégicas.

Pesquisador Responsavel: Paulo Henrique Rodrigues de Souza

Colaboradores: Gemilson Soares Pontes (orientador do projeto); Anderson NogueiraBarbosa;
Leonardo Calheiros de Oliveira; André Correa de Oliveira; Cinthia Cristina Xerez de Albuquerque;
Rosangela Santos de Abreu.

Nome do Voluntario:

Voceé nao é obrigado(a) a conversar comigo se nao
quiser, mas se quiser me contar sobre vocé,vai ser
bemlegal. Ah, a qualquer momento vocé pode sair
da conversa, basta falar, que vou entender...

Sempre que vocé vem ao
Vocé esta sendo convidado(a) para conversar HEMOAM, vocé é atendido por
uma equipe de pessoas muito
responsavel que cuidam de vocé
com muito zelo e carinho. Neste
momento, esta equipe gostaria de
convidar vocé a participar de uma

comigo sobre um assunto muito importante

Existe um virus muito perigoso que
pods e'star L c1;lland(zien(11 n%ss.(t)r [Le10; pesquisa cientifica. Pesquisa ¢
SSRERVIIUS @ cnamaConce: SITIOovIIS uma atividade que nos permite

B19 e a forma d; trax}smlssao, mais estudar, conhecer e  propor
. comum desse virus ¢é através de -
-

: : solucdes para resolver problemas
espirros, tosse, coriza ou qualquer outro de satde, como doencas causadas
sintoma respiratério e quando alguem

l «| pega ele fica com varias manchas pelo P
corpo, prejudica a producdo do nosso
sangue € atualmente estamos
investigando se esse virus esta entre os
pacientes do HEMOAM.
o ‘ Se vocé concordar em participar da nossa pesquisa,

iremos precisar de um pouquinho do seu sangue. Uma
pessoa que € bem treinada ira coletar o sangue do seu

oy

bracinho com bastante cuidado. Vocé sentira apenas

n uma leve picada e podera sentir uma dor leve, que ira
e

J passar assim que agulha for retirada. Também pode

aparecer algumas manchinhas no local ap6s algumas
horas, mas logo vai sumir. Todo o processo de coleta “ \ o e
ird durar menos de 5 minutos. Apods a coleta serdo
feitos testes laboratoriais para saber se vocé esta
infectado. Seus pais terdo acesso ao resultado.

Sua participagao nesse estudo sera de grande importancia para combater
este virus. Desta forma vocé estara ajudando a satide publica e também a
ciéncia. Lembramos que sua participacdo neste estudo é totalmente
voluntaria. Vocé podera recusar a participar ou interromper sua
participagdo a qualquer momento sem nenhum problema. Seu nome,
documentos e dados nao serdo revelados para outra pessoa, nem mesmo
quando os resultados dessa pesquisa for divulgados. Somente pessoas
autorizadas poderam vizualizar.
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Caso tenha alguma pergunta, é so falar.

Nos estimulamos a vocé e responsavel a fazer perguntas a qualquer momento do

estudo. Se quiser falar conosco, por favor, entre em contato por ligagao ou mensagem de

texto para o pesquisador Paulo Henrique e- mail: phrds.mch22@uea.edu.br

Se vocé tiver perguntas com relacao a seus direitos como participante deste estudo,
também pode contar com outra forma de esclarecimento, com Comité de Etica da Fundagéo

HEMOAM, pelo telefone (92) 3655-0114 ou e-mail: cep@hemoam.am.gov.br.

CONSENTIMENTO APOS-INFORMACAO

Eu, ,  por

me considerar devidamente informados e esclarecido sobre o contetido deste documento e
da pesquisa a ser desenvolvida, livremente dou meu consentimento para inclusao como

participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma copia desse documento.

Assinatura do Menor Data
Participante Impressc¢éo do dedo
polegar caso ndo
saiba assinar
Assinatura dos Pais ou Responsavel Data

Impressgéo do dedo
polegar caso néo
saiba assinar

Assinatura do Pesquisador(a) Responsavel Data



