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RESUMO

O parvovirus B19 (B19V) é um virus pequeno, icosaédrico, possui DNA de fita
simples e pertence a familia Parvoviridae. Suas formas de transmissao incluem
transmissao por via respiratéria, por meio de transplante de orgaos, transfusdo
sanguinea e transmissdo vertical da mae para o feto. Em individuos
imunocompetentes, os sintomas sdo brandos e inespecificos. J& em individuos
imunocomprometidos, a infeccdo pode representar risco de morte. Por ser um virus
pequeno, o B19V é muito resistente aos meétodos de inativacéo viral, podendo causar
infeccdo de hemoderivados para a transfusdo sanguinea. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a presenca do DNA do B19V em 89 amostras de soro de
doadoras de sangue em idade fértil da Fundacdo Hemocentro de Brasilia. Para tanto,
foi realizada a extracdo e quantificacdo do DNA dessas amostras e, em seguida, a
deteccdo molecular do B19V por meio de uma PCR em tempo real, a qual nédo
demonstrou positividade para o virus pesquisado. Ainda assim, este estudo fornece
informagdes importantes a respeito da circulacdo do B19V na regido Centro-Oeste do

Brasil.

Palavras-chave: Erythrovirus; Parvovirus B19 Humano; Prevaléncia; Estudos

soroepidemioldgicos.



ABSTRACT

Parvovirus B19 (B19V) is a small, icosahedral virus, possesses single-stranded
DNA and belongs to the Parvoviridae family. The transmission routes include the
respiratory route, through organ transplantation, blood transfusion and vertical
transmission from mother to fetus. In immunocompetent individuals, the symptoms are
mild and nonspecific. In immunocompromised individuals, the infection may be life-
threatening. Because it is a small virus, B19V is very resistant to viral inactivation
methods, and can cause infection of blood products for blood transfusion. Thus, the
objective of this study was to evaluate the presence of B19V DNA in 89 serum samples
from blood donors in childbearing age at the Blood Center of Brasilia. So, DNA
extraction and quantification of these samples were carried out, followed by the
molecular detection of B19V by real-time PCR, which did not show positivity for the
virus. Nevertheless, this study provides important information about the circulation of

B19V in the Center-West region of Brazil.

Keywords: Parvovirus B19 Human; Erythrovirus; Prevalence;

Soroepidemiologic Studies.



LISTA DE SIGLAS

°C — Graus Celsius

B19V — Parvovirus B19

DNA — Deoxyribonucleic acid, Acido desoxirribonucleico
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay, Ensaio imunoenzimatico
IgM — Imunoglobulina M

IgG — Imunoglobulina G

nm — Nanoémetro

nM — Nanomolar

NS1 — Proteina ndo-estrutural

NAT — Teste de acido nucleico

P — Antigeno de superficie

PCR — Reacdo em cadeia polimerase

RNA — Ribonucleic acid, Acido ribonucléico

VP1 — Proteina 1 de superficie do virus

VP2 — Proteina 2 de superficie do virus

VP1F — Primer forward

VP1R — Primer reverse

VP1P — Sonda

pl — Microlitro



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Comparacao de prevaléncias de IgG anti-B19V e de DNA B19V nos
estudos realizados no Brasil (Pagina 13).



SUMARIO

INTRODUGAO ... es e s es e s ess s s es e ees e seese e 1
OBUJETIVOS ...ttt ettt s h et b et s bt et e s he e ht e bt she et e bt eat et e sbeeabesbeeatenbesaeeneenne 4
(@] oJL=1 TNV o T =T = | TSRS 4
ODjJEtIVOS ESPECITICOS ..ttt 4
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt esses s sasss s ssssss s sasassanasnens 5
ARTIGO = COMUNICACGAQO BREVE ......coovuiuieeeeeeeeeeeseseeeeses s ses s esassaesassasssssssssssassassasssssnsansnnns 8
THEUTO ottt b bbbttt b et b et b et n s 8
TIEUIO @M INGIES ..ottt sttt b e bt ebe e 8
AUTOTES .ttt et b ettt s b et e s bt e bt e bt she et e e bt et et e s b e et e s b e eaee bt she et e ebeennenes 8
AADSTIBCT ...ttt b et bbbttt enes 8
RESUIMO ...t st sr e e s r s ae e na e sb e n e sreereennesre e e e 8
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt eses s sess s sssssssssassssessassnenes 14
ANEXO | ettt ettt s b e ettt b et s bt e bt e bt e h e et bt et e b e bt et e s b e ebe e bt she e e ne 16
NORMAS DO PERIODICO .......coieeieeeeeveeeeeeeeeesestsses s sssesas s sssas s sssessssssssssssssssasssssessssassssans 16
ANEXO 1ttt sttt et b e bt e s bt e s bt e sat e e be e be e sbeesheesaeesateeabeebeenbeesneas 21

AProvacao dO COMILE 0@ BLICA .....eivueirieirieirieeteee ettt 21



INTRODUCAO

O parvovirus B19 (B19V), descoberto em 1975 no soro de doadores de sangue
(Cossart et al.,, 1975), € um virus ndo-envelopado, icosaédrico, com DNA de fita
simples e pertence a familia Parvoviridae (Zadsar et al., 2017). O diametro do virus
varia de 19 a 25 nm, e o capsideo viral é constituido por duas proteinas estruturais de
superficie (VP1 e VP2) e uma proteina ndo-estrutural (NS1) que é responséavel pela

replicacdo viral e morte da célula hospedeira (Juhl; Hennig, 2018).

A infeccéo pelo B19V tem seu inicio quando o capsideo se liga ao antigeno P,
um glicoesfingolipideo presente na superficie das células da linhagem eritroide,
responsavel pelo tropismo viral (Garcia et al., 2009). Embora o virus adentre em todas
as células que contenham o antigeno P, uma infec¢do produtiva com replicagdo viral
e formacdo de progénie acontece apenas nas células eritrdides, causando a lise da

célula infectada (Juhl; Hennig, 2018).

As formas de transmisséo do B19V incluem a transmissao vertical da mae para
o feto, através da transfusdo sanguinea, transplante de medula 0ssea, transplante de
orgdos sélidos e através da via respiratéria (Carkirca et al., 2015), sendo que esta
ltima representa a principal forma de transmisséo do virus (Molenaar-de Backer et
al., 2016).

A replicacao viral, que leva a viremia em aproximadamente 6 dias, aparenta ser
importante na maioria das manifestacdes clinicas. Em individuos saudaveis, a
infeccdo € assintomética ou apresenta um quadro clinico leve (Valencia Pacheco et
al., 2017). Em individuos imunossuprimidos ou portadores de algum tipo de doenca
hematoldgica, as manifestacdes clinicas se tornam mais evidentes. A sintomatologia
da doenca esta relacionada a seus efeitos nas células eritréides (lise e apoptose)

durante a infeccdo na medula 0ssea (Slavov et al., 2012).

Em criangas, a manifestacdo clinica mais comum causada pelo B19V é o
eritema infeccioso ou quinta doenca, que acomete em sua maioria, criancas de 4 a 10
anos de idade (Garcia et al., 2009). Os sintomas incluem febre baixa, cefaleia, mialgia
e eritema facial intenso, que progride para o tronco e membros apds alguns dias
(Freitas, 2008).



Individuos com hemoglobinopatias sdo mais susceptiveis a infecgéo pelo B19V
devido a uma eritropoese insuficiente. Nesses pacientes, o virus pode levar a crise
aplastica transitéria, que € caracterizada por uma interrup¢cdo na producao de
eritrocitos, desaparecimento de reticuldcitos do sangue periférico e queda dos niveis
de hemoglobina, o que pode representar risco de morte ao paciente (Slavov et al.,
2012).

A primeira associagao entre infecgcéo por B19V e complicagdes na gravidez foi
descrita por Brown (1984), quando foram encontrados anticorpos anti-B19V IgM no
tecido fetal (Garcia et al., 2009). Apesar de ndo representar nenhum perigo para a
gestante saudavel, a infec¢céo pelo B19V na gravidez pode refletir um grande risco ao
feto devido a sua habilidade de atravessar a barreira placentaria. A infeccéo
intrauterina pode resultar em anemia profunda, hidropsia fetal e morte (Bonvicini et al.,
2017).

Como a presenca de anti-B19V IgG pode ser considerada um fator de
imunidade a infeccdo, mulheres gravidas, soronegativas e que sdo expostas a
infeccdo priméria tém chances de transmitir verticalmente o virus para o feto. Houve
relatos de transmisséo intrauterina, com taxas que variavam de 24% a 39%. As taxas
de transmissdo sdo mais elevadas quando a infec¢cdo ocorre durante o primeiro
trimestre de gravidez (Bonvicini et al., 2017). Dados referentes a soroprevaléncia de
mulheres susceptiveis a infeccao pelo B19V no inicio da gravidez relatam valores que
vao de 26% a 43,5% em paises da Europa e no Japao (Mossong et al., 2008; Watt et
al., 2013; Barlin et al., 2014; Jensen et al., 2000).

Por ser um virus muito pequeno, o B19V é resistente a muitos procedimentos
de inativacdo viral e métodos de filtragem utilizados na producédo de derivados do
plasma. Apesar de nado representar perigo para individuos imunocompetentes, 0s
desfechos clinicos da infeccdo sdo frequentemente graves em imunossuprimidos e
gravidas. Assim, o B19V atraiu muita atencdo por representar uma ameaca a

seguranca transfusional (Han et al., 2015).

Como a infeccdo aguda é frequentemente assintomatica, especialmente em
adultos, os doadores de sangue afetados ndo demonstram estar aparentemente

doentes e, portanto, podem doar sangue. Dessa forma, doa¢cdes de sangue com alta



carga viral podem ser feitas e 0 DNA do B19V pode ser detectado no plasma por meio
de testes de acido nucleico (Juhl; Hennig, 2018).

A deteccdo do DNA do B19V em doacdes de sangue ndao é um evento raro.
Segundo estudos realizados na década de 1990, houve relatos da detec¢cdo molecular
do B19V em 0,03 — 0,6% das doacbes de sangue (McOmish et al., 1993; Yoto et al.,
1995; Jordan et al., 1998). Estudos mais recentes realizados no Brasil demonstraram
soroprevaléncia de anti-B19V IgG de 60% do B19V em um numero de 100 amostras
de doadores de sangue saudaveis que foram investigados (Slavov et al., 2012).

O diagndéstico preciso de infeccdo recente ou passada depende do uso de
imunoensaios enzimaticos para detectar a presenca de anti-B19V IgM e 1gG no soro.
Para confirmar se ha infeccdo aguda, anticorpos IgM devem ser encontrados no
plasma ou soro. Esses anticorpos sao produzidos aproximadamente de 7 a 10 dias
depois do periodo de alta viremia e sédo direcionados contra epitopos lineares e
conformacionais das proteinas estruturais VP1 e VP2. A diminuicdo do anticorpo anti-
B19V IgM é acompanhada pelo aumento de anti-B19V IgG, que possui funcdo de
protecdo ao longo da vida do individuo, mas que desaparece rapidamente quando
direcionado a epitopos lineares da proteina VP2 (Slavov et al., 2011).

A infeccdo pelo B19V nao prejudica a contagem de células sanguineas de
doadores de sangue saudaveis, mas ap0s a infeccdo aguda, concentracdes
extremamente elevadas de DNA do B19V podem ser detectadas. Passada a infec¢ao
aguda, particulas de DNA do virus podem persistir no plasma a niveis baixos durante
varios anos. Desta forma, muitas doacfes de sangue consecutivas que contém o DNA
do B19V podem ser feitas através de um unico doador, causando contaminagéo de
hemoderivados (Juhl et al., 2018). Isso pode representar grande ameaca tanto a vida
de individuos imunocomprometidos, quanto de mulheres gravidas que necessitam de
transfusdo sanguinea. Visto a importancia da seguranca transfusional, este estudo
trard aspectos relevantes sobre a prevaléncia do B19V na populacédo de doadores da
Fundacdo Hemocentro de Brasilia, principalmente em mulheres, doadoras e em idade

fertil.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € identificar a presenga da viremia do B19V nas
amostras de soro colhida de doadores de sangue da Fundacdo Hemocentro de

Brasilia, mulheres e em idade fértil.

Objetivos especificos

e Realizar a extracdo de DNA de 89 amostras de soro de doadores de

sangue, mulheres em idade fértil;
e Realizar a triagem para a presenca de DNA viral no soro;

e Determinar a prevaléncia de doadores de sangue que carregam o Virus;
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ARTIGO — COMUNICACAO BREVE

Titulo: Avaliacdo sorolégica e molecular do Parvovirus B19 (B19V) em doadores de
sangue da Fundag&o Hemocentro de Brasilia, Brasil: um foco em mulheres em idade
fertil.

Titulo em inglés: Sorological and molecular evaluation of Parvovirus B19 (B19V) in
blood donors from Blood Center of Brasilia, Brazil: a focus in woman of childbearing

age.
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Abstract: Parvovirus B19 (B19V) can be transmitted by respiratory route, vertically
and via blood transfusion and organ transplantation. The infection by transfusion of
blood or hemocomponents occurs due to resistance of B19V to viral inactivation
methods. Our study evaluated the presence of B19V DNA and the prevalence of anti-
IgG B19V in women of childbearing age, blood donors of Federal District, Brazil. Our
results demonstrated no presence of B19V DNA in these blood donors. However, we
found the seroprevalence for anti-B19V IgG to be 60.7% in this population. This study

gives important data of B19V circulation in the Midwest of Brazil.

Resumo: O parvovirus B19 (B19V) pode ser transmitido por via respiratoria,
verticalmente e via transfusdo de sangue e transplante de 6rgédos. A infeccdo por

transfusdo de sangue ou hemoderivados ocorre devido a resisténcia do B19V aos
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métodos de inativagdo viral. Nosso estudo avaliou a presenga do DNA e a prevaléncia
de 1gG anti-B19V em mulheres em idade fértil, doadoras de sangue do Distrito Federal.
Foi demonstrada a auséncia de DNA de B19V nesses doadores. No entanto, foi
observada a soroprevaléncia de IgG antiB19V em 60,7% nessa populacédo. Este

estudo fornece dados importantes da circulacdo do B19V no Centro-Oeste do Brasil.

O parvovirus B19 (B19V) pertence a familia Parvoviridae, (género Erythrovirus);
€ um virus pequeno (19-25 nm), ndo envelopado, icosaédrico e com genoma DNA de
fita simples®. O capsideo viral é constituido por duas proteinas estruturais: VP1 e VP2.
O genoma viral também codifica uma proteina ndo-estrutural NS1, que participa na

replicacdo viral e a apoptose da célula hospedeira?.

Na maioria dos casos, o B19V causa uma infeccdo benigna pediatrica
conhecida como Eritema Infeccioso ou quinta doenca. No entanto, o virus pode causar
uma série de sintomas, incluindo risco de morte. Os sintomas relacionados a infeccédo
pelo B19V dependem da idade, condicdo imunolégica e principalmente da condigcéo
hematolégica do individuo infectado®. Quando a infec¢éo é adquirida na idade adulta
a apresentagdo clinica € compativel com artrite ou artralgia, principalmente nas
grandes articulacdes, e que podem persistir por anos. Em individuos com alta taxa de
renovacao eritréide (por exemplo, em individuos com hemoglobinopatias) a infeccéo
aguda pelo B19V pode levar a crise aplastica transitéria*. Na gravidez, o B19V
representa um grande perigo para o feto ao atravessar a barreira placentéria e infectar
células progenitoras eritrides na medula éssea e no figado, o que pode levar ao
bloqueio da eritropoese, anemia severa, hidropsia fetal e morte®.

O B19V apresenta multiplos mecanismos de transmisséo, incluindo a
transmissao pela via respiratéria, a transmissédo vertical da mae para o feto, e o
transplante de medula 6ssea e de 6rgdos soélidos®. Devido as altas taxas de
persisténcia do virus no sangue, a resisténcia aos processos de inativacdo de
patogenos e pelo fato de poder causar uma infec¢cdo assintomatica, ha possibilidade
da transmissdo ocorrer também via transfusdo de sangue e hemocomponentes,
principalmente com o uso terapéutico de fatores de coagulacéo derivados de plasma

humano’.



Visto a possibilidade de transmisséao transfusional do B19V, este estudo visou
avaliar a presenca do DNA circulante do B19V em plasma obtido de um grupo de
doadores de sangue da Fundacdo Hemocentro de Brasilia (Distrito Federal, Brasil),
mais especificamente em mulheres em idade fértil. Ainda, ha poucas informacdes
acerca da circulagdo do B19V no Centro-Oeste do Brasil, e nenhuma informacao
acerca do Distrito Federal. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
em seres humanos (CAAE: 62718016.0.0000.5553). Foram obtidas aleatoriamente 89
amostras de soro de mulheres com idade entre 20 a 38 anos (média de 28,5 anos),
previamente armazenadas em soroteca a -80 °C em dezembro de 2015. O DNA viral
foi extraido de 200 ul de soro utilizando o kit de extragdo PureLink™ Viral RNA/DNA
Mini Kit (Invitrogen - ThermoFisher Scientific, Sdo Paulo, Brasil) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Apds extracdo do DNA viral, foi realizada a detecc¢éo
molecular do B19V pela metodologia de PCR em tempo real (tecnologia TagMan®)
de acordo com o descrito na literatura®. Além do reagente 1X TagMan Real-time PCR
MasterMix (ThermoFisher Scientific, Sdo Paulo, Brasil), foram utilizados os seguintes
primers na concentracdo de 300nM: VP1F (5"-GGCCCATTTTCAAGGAAGTT-3) e
VP1R (5"-GAAGCCAGCACTGGTGCA-3"). Ainda, foi utilizada a sonda VP1P (5'-
FAM-TACAACGCCTCAGAAAA-3-MGB) na concentracdo de 150nM. Os primers e
sondas foram construidos para uma porcdo altamente conservada do gene VP1,
garantindo a deteccéo de todos os gendtipos. O volume final da reacao foi de 25 pl.
Todas as reacdes foram feitas em termociclador ABI 7500 seguindo protocolo padrdo
de amplificacéo (50°C por 5min, desnaturacdo de 95°C por 5min, e 40 ciclos de 95°C
por 15s e 60°C a 1min). A sensibilidade dessa reac¢éao foi de 10 copias/reacéo, avaliada
pela utilizacdo de um plasmideo® contendo a sequéncia de interesse (fragmento do

gene VP1 do B19V) em diluicdo seriada de magnitude 108! cépia/reacéao.

O nosso estudo ndo demonstrou positividade molecular para o DNA do B19V
no grupo estudado (Tabela 1). No entanto, a prevaléncia do DNA do B19V pode variar
significativamente dependendo da regido e do grupo alvo avaliados. Nesse aspecto,
no Brasil, outros estudos demonstraram a presen¢a do DNA do B19V em 0 a 1,0% de
doadores de sangue na regido Sudeste®®1° sendo que um dos estudos conta com
numero de doadores semelhante ao nosso (91 individuos). No entanto, o estudo
realizado na regido Sudeste inclui doadores masculinos e femininos, enquanto o
nosso estudo conta com um grupo relativamente homogéneo, ou seja, mulheres de
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idade fértil. Além disso, a diferenca da localizacdo geografica entre os estudos
também € um fator importante e que deve ser considerado. Todos 0s estudos
anteriores foram realizados no estado de Sao Paulo, uma regido mais populosa
guando comparada ao Distrito Federal. Além disso, apesar dos diferentes genoétipos
(1, 2 e 3) circularem conjuntamente, notadamente ha diferenca em suas frequéncias
relativas!. Assim, pode haver diferencas entre os genétipos do B19V que circulam

em cada regido, influenciando na diferenca de prevaléncia entre os estudos.

No contexto mundial, a prevaléncia do DNA do B19V em doadores de sangue
varia entre 0,006% a 0,88%?2. Outra possibilidade em relacédo a auséncia de detecgéo
do DNA do B19V pode ser relacionada a auséncia da persisténcia viral nos doadores
de sangue avaliados. Por outro lado, mesmo que o DNA viral fosse detectado néao
seria possivel afirmar que haveria, necessariamente, 0 risco de transmissao
transfusional. A persisténcia do B19V tem sido demonstrada em diferentes tecidos,
como pele, figado, coracdo, entre outros. Apos a infeccdo aguda, genomas ou
fragmentos de DNA viral também podem ser liberadas no plasma a partir destes
tecidos, e assim a presenca do DNA do B19V no plasma n&o necessariamente estaria
relacionada a presenca da particula viral infecciosa!?. Ainda, é possivel que nos
estudos anteriores as taxas de infeccdo persistente em doadores de sangue (carga
muito baixa do DNA detectavel) sejam mais altos comparados com 0 nosso grupo de
doadores. Nesse aspecto, a auséncia de DNA viral nos doadores de sangue avaliados
em nosso estudo ndo nos permite afirmar que o risco de transmissédo do B19V através
da transfuséo sanguinea no hemocentro avaliado inexistente. Assim, para a avaliacao
da prevaléncia verdadeira do DNA do B19V nesse hemocentro, € necessaria uma
inclusdo de um namero muito superior de amostras similarmente a todos os estudos

realizados no Brasil e por grupos internacionais.

Posteriormente, foi avaliada a soroprevaléncia de anti-B19V IgG nas mesmas
amostras. A importancia dessa avaliagdo em mulheres em idade fértil se justifica pelo
fato de que uma vez nédo imunizadas (anti-B19V IgG negativas) estas mulheres séo
susceptiveis a infeccdo. Caso a infeccéo ocorra durante a gravidez, especialmente no
primeiro trimestre, pode ocorrer anemia fetal, hidropsia, morte fetal e aborto
espontaneo’. Parte do soro coletado foi testado pela técnica de Elisa, utilizando-se

do o kit Biotrin Parvovirus B19 IgG (DiaSorin, Saluggia, VC, Italy) de acordo com as
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recomendagdes do fabricante. Nossos resultados demonstraram soroprevaléncia de
anti-B19V IgG de 60,7% no grupo estudado. A soroprevaléncia de anti-B19V I1gG em
doadores de sangue saudaveis em diferentes partes do mundo pode variar entre
9,78% e 79,1% dependendo da regido geografica e o teste utilizado para o
diagndstico?. No Brasil a soroporevaléncia em doadores varia entre 50% a 60%8°4,
aproximando-se dos resultados obtidos pelo nosso estudo (Tabela 1). Isso demonstra
que apesar da deteccdo do DNA viral em diferentes partes do Brasil variar, as
soroprevaléncias de anti-B19V IgG séo relativamente préximas, e consideradas altas.
Por outro lado, um outro estudo realizado com 101 mulheres em idade fértil (25 a 34
anos) observou uma positividade de anti-B19V IgG em 8,9% dos individuos testados
na cidade de Goiania, Estado de Goias (GO) (regido Centro-Oeste do Brasil)'°. Apesar
do numero semelhante de individuos testados no estudo de Goiania e neste estudo,
houve grande diferenca nas soroprevaléncias de anti-B19V IgG. Essa diferenca pode
ocorrer por diversas causas, tais como diferentes kits utilizados para a detecgcao do
IgG (ELISA Ridascreen Parvovirus B19 IgG de Lab R-Biopharm e ELISA Parvovirus
B19 IgG da Biotrin respectivamente) e periodos em que os estudos foram realizados
(1998 a 1999 e 2015 respectivamente).

Em concluséo, os nossos resultados ndo apresentaram a presenca de DNA
viral nas amostras avaliadas. No entanto, foi observada uma alta prevaléncia de anti-
B19V IgG em mulheres em idade fértil, doadoras de sangue da Funda¢cao Hemocentro
de Brasilia. Estes resultados demonstram que apesar do aparente baixo risco de
transmissao do virus, este fato ndo pode ser totalmente descartado devido aos altos
niveis de soroprevaléncia de IgG, mostrando que ha a circulacdo do B19V nesse
grupo. Assim, o estudo com maior nimero de amostras é necessario para a avaliacao
do real risco transfusional do B19V nessa regido do Brasil. De qualquer forma, o
estabelecimento de estratégias que garantam a oferta de sangue e hemoderivados de
forma segura deve ser considerada, como por exemplo a implementacdo do NAT
(Acid Nucleic Testing) para todos os genotipos do B19V. Também foi observado que
aproximadamente 40% das mulheres em idade fértil ndo sdo imunes ao B19V (anti-
B19V IgG negativas) e podem ser infectadas durante a gravidez, principalmente
durante periodos epidémicos!®. Por fim, este é o primeiro estudo que avalia a
prevaléncia do B19V no Distrito Federal e traz importantes dados sobre a circulagcéo
do B19V e sua soroprevaléncia (IgG) na regido Centro-Oeste do Brasil.
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Tabela 1: Comparacao de prevaléncias de IgG anti-B19V e de DNA B19V nos

estudos realizados no Brasil

Estudo Regiéo Populacgéo Numero IgG anti- B19V
(Estado) de B19V (DNA)
individuos
Slavov et Séo Paulo Doadores de 100 60 1%
al., 2012-1 sangue (ambos os
sSexos)
Slavov et Séao Paulo Doadores de 47 57,4 0%
al., 2012-2 sangue (ambos os
sSexos)
Slavov et Séo Paulo Doadores de 40 50% 0%
al., 2014 sangue (ambos os
sexos)
Slavov et Séo Paulo Doadores de 91 - 1%
al., 2016 sangue (ambos os
sexos)
Riosetal., Goias Mulheres em idade 101 8,9% -
2016 fértil
Silvaet al., Distrito Doadores, 89 60,7% 0%
2018 Federal mulheres em idade

fértil
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ANEXO |
NORMAS DO PERIODICO

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuacao
do Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro, abril, junho,
agosto, outubro e dezembro), é o 6rgao oficial da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML), da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP)
e da Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC). E indexado no Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica e no Chemical
Abstracts e € integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online
(SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos que contribuam para o
desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias:
artigos originais, de revisdo, de atualizagdo, experimentais, relatos de caso,
comunicacdes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos
idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo sera publicado apenas

em inglés, com resumo em portugués ou espanhol.

ESTRUTURA DO TEXTO
Artigos originais

Sao contribuicBes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original que
possam ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura
formal deve seguir 0 esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo:
Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discusséo, Conclusbes e

Referéncias Bibliograficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discusséo. Implicacdes
clinicas e limitagbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se 0
detalhamento do topico Material e Meétodo. Para esses artigos, exige-se a
apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos

obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introdugéo, Objetivos, Material e

Método, Resultados, Discussédo, Conclusbes e Referéncias. O Abstract (resumo em
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inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem
aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir

Comunicacdes breves

Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares
com achados sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos
de replicacéo; e 3) estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo néo estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura,

além das referéncias bibliograficas.
Artigos de revisdo
Serdo aceitos apenas mediante convite.

Avaliacles criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto,
devem incluir conclusbes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com
excec¢do de Introducédo, Discusséo e Concluséo, fica a critério do autor. Para esses
artigos, exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma

lista extensa de referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.
Relatos de caso

Sao trabalhos de observac¢des clinicolaboratoriais originais, acompanhados de
analise e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar,
no minimo, 0s seguintes topicos: Introducdo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussao.

Incluir um resumo né&o estruturado no idioma do texto e outro em inglés.
Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a
relatar pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com
no maximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serao

consideradas se estiver explicita a frase “para publicagao”.
Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser

numeradas sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez
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no texto. Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periodicos
deverao ser referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of
Journals Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma

adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados, sem revisao de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam
da lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados.
A exatiddo das referéncias bibliogréficas € de responsabilidade dos autores.
Comunicagfes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,
guando absolutamente necessarios, mas nao devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliogréficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista

de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.
Exemplos:
* Artigos de periédicos (um sé autor)

Fry PH. O significado da anemia falciforme no contexto da ‘politica racial’ do governo
brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude Manguinhos. 2005; 12: 347-70. PubMed
PMID: 16353330.

* Artigos de periddicos (até seis autores)

Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN, Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA.
Immunocytochemical identification of Campylobacter pylori in gastritis and correlation
with culture. Arch Pathol Lab Med. 1988 May; 112(5): 523-5. PubMed PMID: 3282485.

* Artigos de periddicos (mais de seis autores)

Rocha GA, Queiroz DM, Mendes EN, et al. Indirect immunofluorescence determination
of the frequency of anti-H. pylori antibodies in Brazilian blood donors. Braz J Med Biol
Res. 1992; 25(7): 683-9. PubMed PMID: 1342599.

* Artigo de periédico on-line

Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk factors for groin wound infection
after femoral artery catheterization: a case-control study. Infect Control Hosp
Epidemiol [Internet]. 2006 Jan; 27(2): 34-7. Disponivel em:
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http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/
v27n1/2004069/2004069.web.pdf.

* Livros no todo (dois autores)

Eyre HJ, Lange DP. Informed decisions: the complete book of cancer diagnosis,
treatment, and recovery. 2nd ed. Atlanta: American Cancer Society; 2002.

* Capitulos ou parte de livro editado por outro autor

Mendeenhall WM. Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr, Lawrence
TS, Rosenberg SA , editors. Cancer: principles and practice of oncology. 9th ed.
Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins; 2011. p. 729-80.

* Parte de livro em meio eletronico

Sdo Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o meio
ambiente. Séo Paulo; 1999. V. 1. Disponivel em:
http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

* Evento em meio eletrénico

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort statistic for
genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG,
editores. Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th European
Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin:
Springer; 2002. p. 182-91.

* Tese ou dissertagao

Silva MAL. Estudo da identificagdo de haplétipos e a relacdo com as manifestacdes
clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de pos-
graduacéo em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.

* Citagoes no texto

Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-indice). Podem também

ser acrescentados o nome do autor e o ano. As referéncias com mais de um autor
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devem conter o sobrenome do autor seguido da expresséo et al., como, por exemplo,

Higashi et al.

Tabelas e figuras

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos
e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a ndo repeticdo dos mesmos dados
em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacéo tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacgéo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustracbes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producéo. Os gréficos deverao vir preparados
em programa processador de graficos. Deverdo ser indicados os locais aproximados

no texto onde as ilustracdes serdo intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importacdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo
eletrbnico nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png, e com resolucdo de no
minimo 300 dpi.

Y

O direito a privacidade do paciente ndo deve ser infringido. Imagens que
eventualmente permitam a identificagdo pessoal somente poderéo ser utilizadas com
consentimento por escrito do paciente ou responsavel, quando da submissdo do

manuscrito.
AbreviacfGes e nomes de medicamentos

As abreviacGes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira
utilizacdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de

componentes ndo disponiveis para prescrigao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no
sistema meétrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema

Internacional (Sl) entre parénteses.
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ANEXO Il
Aprovacédo do comité de ética

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: TRIAGEM MOLECULAR DE VIRUS EMERGENTES
(DENGUE, CHICUNGUNYA, ZIKA VIRUS, MAYARO, HEPATITE E, PARVOVIRUS
B19 E PARVOVIRUS 4) EM DOADORES DA FUNDACAO HEMOCENTRO DE
BRASILIA.

Pesquisador: Barbara Maciel Sidou Pimentel

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 62718016.0.0000.5553

Instituicdo Proponente: FUNDACAO HEMOCENTRO DE BRASILIA

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.896.770

Apresentacao do Projeto:

No Brasil, o parvovirus B19 (B19V) encontra-se distribuido por todo o territorio,
enquanto o Parvovirus 4 (PARV4) ndo possui sua distribuicdo bem definida. Além
disso, encontram-se endémicos em diferentes regifes do pais o alfavirus Mayaro
(MAYV), os recéme-introduzidos virus da febre Chikungunya (CHIKV) e Zika virus
(ZIKV) (género Alfavirus), o virus da Dengue (DENV) (Flaviviris) e o virus da hepatite
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E (HEV) (Hepevirus). Estas infec¢des, na grande maioria, sao transmitidas por vetores
mosquitos dos géneros Aedes spp., Culex spp. e Haemagogus spp., com a excegao
do HEV que é transmitido por via fecal-oral, do B19V que é transmitido por secrecao
oral e verticalmente, e 0 PARV4 que possuem transmissao parenteral e vertical. Todos
estes virus tém grande importancia para a saude publica, devido seu potencial
epidémico, caracteristicas hemorragicas da infec¢do, neuroviruléncia, tropismo
hepatico, e tropismo por precursores eritrocitarios. Por outro lado, uma parte
significativa dos individuos infectados por estes virus permanecem assintomaticos ou
subclinicos, mantendo, ao mesmo tempo, altos titulos virais. Como consequéncia,
estes individuos podem representar uma significativa ameaca a hemoterapia, uma vez
gue o virus pode contaminar seus hemoderivados e ser transmitido para os receptores
destes produtos sanguineos. No Brasil existem poucos estudos que avaliem o risco e

o0 impacto dos alfa-, flavi-, parvo- e hepevirus na rotina hemoterapéutica.

Objetivo da Pesquisa:
Geral:

- Investigar a presenca dos arbovirus mais relevantes dos géneros Flavivirus
(Dengue 1-4 e ZIKV), Togavirus (virus Mayaro, virus da Febre Chikungunya),
Parvovirus (B19V e PARV4) e Hepevirus (virus da hepatite E, HEV) em doadores de

sangue da Fundacdo Hemocentro de Brasilia.

Especificos:

- Testar 2.000 amostras de plasma de doadores de sangue retroativas
estocadas no Hemocentro de Brasilia do ano de 2014 e 2015 para a presencga de RNA
viral de DENV 1-4, MAYV, CHIKV, ZIKV e HEV, e de DNA viral de PARV4, B19V

- ldentificar a origem, classificacdo e as relagcfes filogenéticas dos virus

detectados por meio da genotipagem e analise filogenética.
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os sujeitos foram adequadamente identificados. Quanto aos riscos, 0sS
resultados obtidos no decorrer da pesquisa, ndo representam riscos de danos a
dimensado fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual dos
individuos a serem estudados, uma vez que mesmo que sejam detectados agentes
virais nas amostras dos doadores de sangue envolvidos no estudo, esses individuos
apresentam infec¢cdes assintométicas e autolimitadas (virus sdo eliminados do
organismo pelo proprio sistema imune). Como beneficios apresentados, os resultados
obtidos neste estudo irdo auxiliar no entendimento da patogénese da infecgéo
assintomatica destes virus emergentes, bem como a prevaléncia na populacao

estudada. Os antecedentes cientificos que justificam a pesquisa foram apresentados.

Comentarios e Consideragfes sobre a Pesquisa:

As amostras da pesquisa serdo de triagem retroativa dos virus DENV 1-4,
MAYV, CHIKV, ZIKV, HEV, PARV4 e B19V e obtidas de aproximadamente 2000
doadores da Fundacdo Hemocentro de Brasilia (armazenagem de soro ou plasma de
doadores por pelo menos 6 meses). Seréo incluidos amostras de doadores de sangue
maiores de idade, sadios e com sorologias negativas para os virus HTLV-1/2, HIV-
1/2, HCV, HBcAg, Sifilis e tripanossomiase americana. Serdo excluidos doadores com
sorologia positiva para os patdgenos acima referidos; ndo serdo utilizadas amostras

de doadores de sangue menores de 18 anos.

As amostras serdo enviadas ao Hemocentro de Ribeirdo Preto -
HCFMRP/USP, Laboratério de Biologia Molecular, para as analises moleculares. Sera
preparado pool de amostras a partir da mistura de 50 amostras, extracdo de material
genético DNA e RNA viral. Para a analise molecular dos virus de RNA, sera sintetizado
o DNA complementar a partir do material genético total extraido e quantificado, reacao
de transcricdo reversa e o DNA complementar estocado. Posteriormente, a

identificacdo dos membros de cada género e andlise filogenética.
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Consideragfes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Folha de rosto: Apresentado. Documento assinado pelo Diretor Executivo da
Fundacdo Hemocentro de Brasilia/DF.

Termo de Anuéncia de Coparticipacdo/Concordancia: Apresentado.
Documento assinado pelo Diretor e Chefe do Laboratério de Biologia Molecular da
Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto/SP. Curriculum Vitae do(s) pesquisador(es):

Apresentados. Cronograma da Pesquisa: Apresentado.

Planilha de orcamento: Apresentada.

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo

PB_INFORMACOES BASIC
Informacgdes Bésicas AS DO_P 25/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_820280.pdf 11:38:02
Rodrigo
Folha de Rosto folha_de_rosto_nova.pdf 25/11/2016 |Haddad Aceito
11:36:43
Rodrigo
Outros coparticipante_nova.pdf 25/11/2016 |[Haddad Aceito
11:36:07
Rodrigo
Outros concordancia_novo.pdf 25/11/2016 |Haddad Aceito
11:35:41
Rodrigo
Outros Curriculo_Svetoslav.pdf 08/11/2016 |Haddad Aceito
12:21:13
Rodrigo
Outros Curriculo_Simone.pdf 08/11/2016 [Haddad Aceito
12:20:58
Rodrigo
Outros Curriculo_Rodrigo.pdf 08/11/2016 [Haddad Aceito
12:20:43
Rodrigo
Outros Curriculo_Katia.pdf 08/11/2016 |Haddad Aceito
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12:20:24

Rodrigo
Outros Curriculo_Evandra.pdf 08/11/2016 |[Haddad Aceito
12:20:12
Rodrigo
Outros Curriculo_Dimas.pdf 08/11/2016 |[Haddad Aceito
12:19:53
Rodrigo
Outros Curriculo_Barbara.pdf 08/11/2016 |[Haddad Aceito
12:19:35
CURRICULUM_VITAE_Barb Rodrigo
Outros ara.pdf 08/11/2016 |Haddad Aceito
12:18:27
parecerCEP_hemocentroBS Rodrigo
Outros B.pdf 08/11/2016 |Haddad Aceito
12:17:44
FUNDACAO_HEMOCENTR Rodrigo
Outros O_DE_BRA 08/11/2016 |Haddad Aceito
SILIA_termo_de_consentime
nto.pdf 12:15:45
Rodrigo
Orcamento Planilhadeorcamento.pdf 08/11/2016 |Haddad Aceito
12:08:59
Rodrigo
TCLE / Termos de dispensa_TCLE_zika.pdf 08/11/2016 |Haddad Aceito
IAssentimento / 12:08:43
Justificativa de
Auséncia
Projeto_detalhado_com_Zika Rodrigo
Projeto Detalhado / .docx 08/11/2016 |Haddad Aceito
Brochura 12:07:09
Investigador

Dispensa TCLE: Apresentado.

Critérios de Inclusdo e Exclusao: Definidos

25




Recomendacdes:

O pesquisador assume o compromisso de garantir o sigilo que assegure o
anonimato e a privacidade dos sujeitos da pesquisa e a confidencialidade dos dados
coletados. Os dados obtidos na pesquisa deverao ser utilizados exclusivamente para
a finalidade prevista no seu protocolo, que s6 podera iniciar apos aprovacao pelo
CEP/FEPECS/SES/DF.

O pesquisador devera encaminhar relatério parcial e final de acordo com o

desenvolvimento do projeto da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

- Projeto Aprovado.

Considerac0fes Finais a critério do CEP:

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

BRASILIA, 23 de Janeiro de 2017

Assinado por:

Helio Bergo

(Coordenador)

26



