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RESUMO

O virus da Dengue (DENV) é transmitido principalmente pela picada do
mosquito Aedes aegypti. Individuos infectados podem permanecer assintomaticos
ou apresentar amplo espectro clinico, variando de doenca febril autolimitada até
formas graves. Individuos assintomaticos podem apresentar como candidatos a
doacdo, principalmente em periodos de surto, causando Ssérios riscos aos
receptores, principalmente em imunocomprometidos ou politransfundidos. A
presenca da transmissdo, nestes casos, pode ser detectada somente quando
morbidade e/ou mortalidades significantes sdo observadas nos receptores de
transfusdo sanguinea. Com o objetivo de avaliar a possibilidade de transmissédo do
DENV por transfusdo sanguinea, foram selecionadas aleatoriamente 546 amostras
de soro de doadores de sangue em um periodo de surto de dengue no Distrito
Federal (dezembro de 2015 a maio de 2016), de acordo com o Informativo
Epidemiol6gico de Dengue do Distrito Federal, fornecido pela Secretaria de Estado
de Saude do Distrito Federal. Em seguida, foi realizado a detec¢éo do anticorpo anti-
DENV IgM (ELISA) nessas amostras. Observou-se que 513 amostras foram
negativas para a presenca do anticorpo anti-DENV IgM e 33 amostras foram
positivas (6,04%). A presenca do anticorpo anti-DENV IgM neste trabalho sugere
gue os doadores de sangue podem ter sido recentemente infectados com o virus da
dengue, uma vez que este € um marcador de infeccao recente. A possibilidade da
presenca do DENV em amostras de doadores de sangue pode desafiar o principal
objetivo dos bancos de sangue, que é fornecer constantemente sangue seguro para
toda a populacdo. Acredita-se que a implementacdo de métodos soroldgicos e
moleculares para determinar a presenca de anticorpos anti-DENV e a deteccdo do
virus da dengue em doadores de sangue em regides endémicas deveriam ser

implantados a fim de assegurar a qualidade da transfusdo sanguinea.

Palavras-Chaves: Doadores de sangue; Transfusdo de Sangue; Sorologia; Dengue;

Imunoglobulina M.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) is transmitted mainly by the bite of the mosquito Aedes
aegypti. Infected individuals may remain asymptomatic or present a broad clinical
spectrum, ranging from self-limiting febrile illness to severe forms. Asymptomatic
individuals may present as candidates for donation, especially during periods of
outbreak, causing serious risks to the recipients, especially in immunocompromised
or polytransfused patients. In these cases, the presence of transmission can be
detected when the morbidity and / or significant mortalities are observed in blood
transfusion recipients. In order to evaluate the possibility of transmission of DENV by
blood transfusion, 546 serum samples from blood donors were randomly selected in
a dengue outbreak period in the Federal District (December 2015 to May 2016),
according to the Epidemiological Information of Dengue of the Federal District,
provided by the State Department of Health of the Federal District. Then, the anti-
DENV IgM antibody (ELISA) was detected in these samples. It was observed that
513 samples were negative for the presence of the anti-DENV IgM antibody and 33
samples were positive (6.04%). The presence of the anti-DENV IgM antibody in this
work suggests that blood donors may have recently been infected with the dengue
virus, because this is a marker of recent infection. The possibility of the presence of
DENV in samples from blood donors may challenge the main purpose of blood
banks, which is to constantly provide safe blood for the entire population. It is
believed that the implementation of serological and molecular methods to determine
the presence of anti-DENV antibodies and the detection of dengue virus in blood
donors in endemic regions should be implemented in order to ensure the quality of

blood transfusion.

Key Words: Blood donors; Blood transfusion; Serology; Dengue; Immunoglobulin M.
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INTRODUCAO

A infeccédo pelo virus da dengue (DENV) é considerada a mais importante das
infeccdes por arboviroses urbanas (doencas causadas pelos chamados arbovirus,
ou seja, todos aqueles transmitidos por artrépodes englobando os insetos e 0s
aracnideos). Aproximadamente 2,5 bilh6es de pessoas estdo expostas ao risco de
se infectarem em paises tropicais e subtropicais, sendo que condi¢cfes climaticas,
econbmicas e sociais podem favorecer para a proliferacdo dos vetores. No Brasil,
em média, mais de 85% da populacao vive em areas urbanas e cerca de 20% vive
em favelas, mocambos, invasdes e corticos. Estes locais possuem habitacdes
precéarias, oferta de abastecimento de agua deficiente e coleta irregular do lixo,
levando ao aumento dos casos de infeccdo (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015).

O agente etiolégico da dengue € um virus do género Flavivirus, transmitida ao
homem através da picada do Aedes aegypti. Existem quatro sorotipos
antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 (RIBAS-SILVA; EID,
2012). A Dengue é uma doenca febril e aguda, e que pode se apresentar de
diferentes maneiras: infeccdo inaparente, dengue classico (DC), febre hemorragica
da dengue (FHD), sindrome do choque da dengue (SCD) e dengue com
complicagdo (DCC). O periodo de incubacéo é de 3 a 15 dias, com média de 4 a 7
dias. Nao existem evidéncias de imunidade cruzada, ou seja, a infeccdo por um dos
guatro sorotipos, s6 ira conceder imunidade somente para o sorotipo responsavel
pela infecgéo (TAUIL, 2007).

Os anticorpos IgM séricos sdo 0s primeiros anticorpos a serem produzidos
guando ocorre a infeccéo pelo DENV. Assim, a presenca destes anticorpos pode ser
considerada como um marcador de fase aguda da infeccdo. Os anticorpos IgM sé&o
detectados em pacientes com dengue entre o terceiro e 0 quinto dia apds o inicio
dos sintomas, mas de modo geral podem ser detectados por oito meses apés a
infeccdo. A presenca dos anticorpos contra 0 DENV pode ser identificada através de
testes sorolégicos em amostra de soro ou plasma. Em geral esses testes devem ser
realizados a partir do sexto dia de doenca, quando 0s anticorpos comecam a surgir,
de forma que possuem maior importancia epidemiolégica do que clinica (VILAS et
al., 2011). Diversas técnicas podem ser empregadas na identificacdo dos anticorpos,

dentre elas, reacdo de inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixagdo do complemento
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(FC), teste de neutralizacéo (TN) e ensaio imunoenzimatico, mais conhecido como
ELISA (BOTELHO, 2017).

Ha& uma possibilidade da transmissdo de agentes bioldgicos através da
transfusdo sanguinea, uma vez que hemocomponentes e hemoderivados podem
estar contaminados. A transmissdo de agentes infectocontagiosos via transfuséo
sanguinea representa um risco para o paciente receptor, devido a reacdo adversa
tardia. Dessa forma, se faz necessério tomar medidas que possibilitam a diminuicdo
de doencas transmitidas através da transfuséo, certificando a seguridade do sangue
transfundido. Tais medidas abrangem a triagem clinica e epidemiolégica, a captacéo
de doadores e a triagem sorologica (CARRAZZONE; BRITO; GOMES, 2004).

Estudos na literatura mostram que existe o risco da contaminagdo do DENV
através de hemocomponentes. Em Porto Rico, no ano de 2006, realizou-se um
estudo calculando o risco de transmissdo transfusional. Foi observado que uma
bolsa de sangue em cada 1.300 doacgdes estaria contaminada. Em 2007, durante
uma epidemia de dengue, a Fundagdo do Hemocentro de Sao Paulo divulgou que
uma bolsa em cada 1.000 doag¢Bes poderia estar contaminada pelo virus. Portanto,
acredita-se na possibilidade da infeccéo do virus da dengue de forma iatrogénica em
aproximadamente 5.000 pacientes, submetendo o0 paciente receptor de
hemoderivados a futuras complica¢des (RIBAS-SILVA, EID, 2012).

Visto a possibilidade da transmissao transfusional do DENV, principalmente
em periodos de surto, este trabalho teve por objetivo realizar uma triagem soroldgica
para observar a presenca de anticorpos anti-DENV IgM em doadores de sangue

atendidos pela FHB, utilizando ensaio imunoenzimatico (ELISA).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA DO TEMA A SER ESTUDADO

l. O Virus

Atualmente, o virus da Dengue (DENV) é o responsavel por uma das mais
importantes doencas transmitidas por vetores em todo mundo, causando cerca de
390 milhdes de infec¢cdes anualmente em mais de 100 paises. As principais regides
endémicas sdo a Africa, as Américas, o Mediterraneo Oriental, o Sudoeste Asiatico e
o Pacifico Ocidental, somando mais de 500.000 hospitalizac6es e provocando mais
de 25.000 mortes ao ano. Acredita-se que mais de 3,51 bilhGes de pessoas (cerca
de 40% da populagcdo mundial) estdo inseridas em um contexto de risco. Houve um
aumento drastico da distribuicdo geogréafica dos tipos de DENV nas ultimas décadas,
tendo como motivos a expansdo da principal espécie de vetor, o crescimento da
populacdo humana, as viagens, o comeércio internacional e a crescente urbanizagao
nos trépicos e subtropicos (COSTA, 2017).

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. E
um virus RNA, de filamento Unico, envelopado, composto por quatro sorotipos:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 sendo cada sorotipo constituido por 20
gendtipos; recentemente foi relatado um caso de possivel DENV-5 na Maléasia
(MUSTAFA et al., 2015). Esses sorotipos séo intimamente relacionados pois sdo
geneticamente similares. A hipétese mais aceita € de que eles possam ter evoluido
independentemente de um ancestral silvestre comum entre 1000-1500 anos atras
(OLIVEIRA; DIAS, 2016).

O DENV-1 possui uma extensa area de distribuicdo. As linhagens nativas do
Caribe (1975 a 1985) foram os principais responsaveis por epidemias no Pacifico
entre os anos 2000 e 2004. O DENV-2 é o que recebe o maior destaque entre 0s
DENV’s, pois é considerado o sorotipo mais agressivo. Em 1964 foi encontrado uma
cepa de referéncia em um paciente diagnosticado com dengue grave na Tailandia; o
genodtipo Il do DENV-2 foi responsavel pela primeira epidemia de dengue
hemorragica, que ocorreu na América, em 1981, logo apds a esse surto o genétipo
[l foi subdivido em dois grandes grupos (subgenadtipos). Esta divisao foi feita devida
a localidade que cada sub genoétipo acometeu, pois um foi encontrado no Sudoeste

da Asia e 0 outro em amostras coletadas na América Central, América do Sul e
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Caribe. O sorotipo 3 (DENV-3) foi identificado em areas maritimas do Sudoeste da
Asia, sendo que o genétipo V foi o responsavel pela epidemia no Brasil nos anos de
2002 a 2004 (COSTA, 2017). Por fim, DENVO4 foi registrado em Varios casos
importados do Japéo, China e Brasil; um estudo recente detectou um potencial de
transmissdo viral do sorotipo 4 por transfusdo sanguinea na Arabia Saudita
(ASHSHI, 2017).

. Transmissao

A principal forma de transmissdo do DENV é através da picada do mosquito
Aedes aegypti. J& no continente asiatico, o vetor principal é o Aedes albopictus, que
possui capacidade proliferativa e morfologia bastante parecidas com o A. aegypti, e
€ responsavel por alguns surtos (DIAS et al., 2010).

A transmissdo por transplante de medula Ossea e transmissao vertical
intraparto ja sdo relatados na literatura, mas ainda se faz necessario mais estudos
sobre essas formas de transmissdo. Ha varios relatos que descrevem que o DENV
foi constatado em sangue de doadores, nos hemocentros de areas endémicas de
infeccdo por dengue, como: Austrdlia, Porto Rico, Honduras e Brasil, tornando a
transmissao por transfusdo sanguinea uma possibilidade real (CHEN; WILSON,
2004).

Anualmente ocorrem aproximadamente 50 a 100 milhdes de novas infecgdes
pelo DENV. Vérios desses casos evoluem com manifestagbes mais graves,
estimando-se 20.000 mortes relacionadas com esta doenca; 2.5 bilhdes de pessoas
residem em paises endémicos de alto risco de transmissdo do DENV (DIAS et al.,
2010).

. Sinais e Sintomas

A dengue, devido aos sintomas clinicos, é descrita como a ponta do iceberg,
pois, se admite que a grande maioria dos casos nao s&o notificados. Estudos
alegam gque menos de 10% dos casos de dengue seriam relatados, por causa do
alto indice de infeccbes assintomaticas (50% a 90%). O periodo de incubacao varia

de 3 a 11 dias ap6s a picada do mosquito. Quando o individuo comeca a apresentar
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a sintomatologia mais comum € indicio de que ele esta no seu pico maximo de
viremia, que termina de cinco a sete dias ap6s o inicio da febre (FERREIRA, 2013).

A dengue é caracterizada por trés fases clinicas: febril, critica e de
recuperacao. i) Na fase febril, os sintomas podem durar entre dois a sete dias, sendo
0S que se seguem: temperatura axilar normalmente alta, podendo variar entre 39° a
40°C, mialgia generalizada, artralgia, cefaleia e dor retro orbitaria; cerca de 50% dos
pacientes, podem alegar o aparecimento do exantema, com disseminacdo cranio
caudal, acometendo, por vezes, faces palmares e plantares, podendo se manifestar
de forma pruriginosa ou nao; ii) A fase critica da Dengue é caracterizada pela
defervescéncia, e ocorre entre o quinto e o sétimo dia da doenca. Nessa fase podem
aparecer os sinais de alarme, justificando a necessidade de um maior cuidado, pois
uma evolugcdo clinica para as formas graves da doenca esta mais propicia. O
aumento da permeabilidade vascular € um sinal de alarme e indica o
extravasamento plasmatico; deve haver uma atencdo extra aos sinais e sintomas
como dor abdominal intensa e continua, vomitos persistentes, hipotensdo postural,
lipotimia, letargia, irritabilidade, sangramento de mucosas, acumulo de liquidos —
ascite ou derrame pleural — e aumento do figado; iii) Na dengue grave os sinais e
sintomas estédo associados ao choque, sangramentos e a disfuncédo de 6rgaos estéo
presentes. Nessa fase podem ocorrer a perda critica de volume plasmatico,
repercussado da insuficiéncia hemodinamica prolongada com comprometimento de
orgaos e sistemas e ativagdo da resposta inflamatéria sistémica (CAMPOS J. M. et.
al, 2018).

V. Marcadores Soroldgico e Diagndstico

Na infec¢éo primaria, os anticorpos IgM anti-DENV séo produzidos a partir do
quinto e sexto dia ap0s a infec¢do e sédo capazes de neutralizar o virus de forma que
seu aparecimento marca o declinio da viremia. Anticorpos IgM podem ser
detectados no soro por aproximadamente oito meses. Os anticorpos IgG anti-DENV
surgem apoés sete a dez dias de evolucao, apresentando um pico e em seguida uma
diminuicdo consideravel; podem persistir por toda a vida, fornecendo imunidade
sorotipo especifica (DIAS et al., 2010). Na fase secundaria, as IgM estdo em baixos

titulos e ndo apresentam valor clinico. A elevacgéo significativa do IgM
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posteriormente pode estar relacionada com uma nova infec¢do provocada por outro
sorotipo, pois 0 contato com um sorotipo ndo confere imunidade aos demais) (Figura
1) (FERREIRA, 2013).

o
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Figura 1. Marcadores soroldgicos durante a infeccdo por DENV. Fonte: Adaptado de
Castellanos & Coronel-Ruiz (2014)

O diagnostico da dengue em humanos é feito com base em dados clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais. Estes ultimos podem ser realizados por exames
inespecificos e especificos, sendo feitas logo apds a defervescéncia; baseiam-se na
deteccao de anticorpos IgG e IgM anti-DENV (FERREIRA, 2013).

Para a deteccdo do anticorpo IgM anti-DENV, o ELISA possui um alto grau de
confiabilidade, especificidade e sensibilidade, sedo recomendado para avaliagdo em
grande escala, uma vez que é rapido e de menos dispendioso (ANTUNES et al.,
2013). O ELISA é usado para comparacao de analises de varios estudos, pois &
sensivel e ndo é necessario um alto treinamento, ou seja, é de facil acesso. Devido
a essas caracteristicas o ELISA é o teste que é usado rotineiramente para a
deteccédo de IgG e IgM contra a dengue em amostras de soro ou plasma, sendo o

exame mais Util e eficaz para vigilancia (VILAS et al., 2011).

V. Seguranca Transfusional

A transmissao de DENV por transfusao de sangue foi documentada em dois
receptores de Singapura. A doenga tem uma viremia transitoria apés a infeccédo
podendo ser assintomatica. Ainda, pode ocorrer apenas sintomas leves. Quadros
assim, podem contribuir significativamente para a transmissdo do DENV via
transfusdo de sangue. Apos a transfusdo de hemocomponentes contaminados por
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DENV os receptores podem apresentar dengue grave (RODRIGUEZ et al., 2009).
De acordo com Glubler (2004) e Tauil (2002), os principais fatores de riscos que
podem colaborar para os casos graves de dengue séo: o tipo de cepa do sorotipo do
virus infectante, a condicdo genética e imunitaria do paciente, correlagdo com outras
enfermidades e infec¢ao.

Os pacientes que sdo submetidos a transfusdes sanguineas sdo aqueles que
possuem doencas genéticas (talassemia ou anemia falciforme), que estéo sujeitas a
passar por procedimentos cirdrgicos, que possuem sangramento excessivo,
traumatismos, que sado portadores de doencas ou fatores que podem causar uma
baixa na imunidade, pacientes oncoldgicos, entre outros. Assim, sabendo que se
trata de pessoas que necessitam de um cuidado clinico mais elevado, se faz
necessario o fornecimento de um sangue totalmente seguro por se tratar de
pacientes com maior imunocomprometimento (CATAO, 2012).

A contaminacdo de agentes infectocontagiosos nos hemocompetentes e
hemoderivados representa um maior risco para o paciente receptor, devido a reacéo
tardia adversa. Desta forma, para fornecer um sangue seguro é necessario a criacao
de condutas que diminuem a probabilidade de uma possivel infeccdo. Os fatores
gue contribuem para a diminuicdo de doencas transmitidas através da transfuséo
sanguinea sdo a captacdo de doadores, triagem clinica e epidemioldgica e triagem
sorolégica (CARRAZZONE; BRITO; GOMES, 2004).

Todavia, a triagem soroldgica nos doadores nao certifica 100% de seguranca,
ou seja, ainda ha possibilidade de difusdo de agentes infecto-contagiosos. O
Ministério da Saude determina a realizacao de testes para hepatite B e C, HIV, sifilis,
HTLV I/ll, doenca de Chagas em todas as unidades coletoras de sangue no Brasil, e
malaria nas areas endémicas. (MINISTERIO DA SAUDE, 2016) A inclusdo da
pesquisa do DENV nos bancos de sangue, ja esta sendo considerado a sua
implantacdo principalmente em locais com clima tropical e subtropical, até mesmo
porque 50-90% das pessoas infectadas pelo DENV sdo assintoméaticos. Logo, esses
doadores ndo sdo diagnosticados e/ou notificados para as autoridades sanitarias,
pondo em risco a saude do receptor.

Estudos na literatura mostram que existe o risco da contaminacéo de dengue
através da transfusdo sanguinea. Em Porto Rico, no ano de 2006 (RAMOS, 2008),

realizou-se um estudo em que o risco de transmisséo transfusional de DENV foi

18



calculado em 1/1.300 doac¢des. Em 2007, a Fundacédo do Hemocentro de S&o Paulo,
afirmou que poderia ocorrer a transmissdo de DENV em 1/1.000 doacfes durante
um periodo de surto. Portanto, acredita-se que aproximadamente 5.000 pacientes
poderiam ter sido contaminados de forma iatrogénica, submetendo o paciente
receptor de hemoderivados a futuras complicagdes (RIBAS-SILVA; EID, 2012). Por
nao haver triagem soroldgica do dengue em bancos de sangue, doadores podem
estar infectados pelo DENV e serem individuos assintoméaticos, causando uma vasta
disseminacg&o do virus na comunidade (DIAS et al., 2012). E necessario haver mais
estudos para se determinar o impacto que este sangue contaminado poderia causar

nos receptores
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JUSTIFICATIVA

A presenca de virus como o da dengue pode desafiar o principal objetivo dos
bancos de sangue, sendo este o de fornecer constantemente sangue seguro para
toda a populacdo. A grande preocupacao seria a contaminacado dos derivados de
sangue com um patégeno responsavel por infeccbes assintométicas em alguns
individuos saudaveis (e que sdo doadores de sangue), podendo ser detectado
somente quando morbidade e/ou mortalidade significantes forem observadas nos
receptores de transfusdo sanguinea.

Assim, a avaliagdo da presenca de anticorpos de fase aguda (IgM) da
Dengue torna-se pertinente diante o risco elevado de transmissdo destes virus em
transfusdes de sangue, principalmente em receptores imunocomprometidos ou
politransfundidos. Ressalta a relevancia do estudo epidemioldgico constante em
regibes endémicas e 0 quanto é necessario a implementacdo de testes anti-dengue
na triagem molecular no banco de sangue e hemoderivados, uma vez que pée em

risco a vida dos receptores se houver contaminantes presente no sangue recebido.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Avaliar a soroprevaléncia do IgM anti-dengue (contato recente/presenca do virus)
em amostras de doadores de sangue, atendidos pela Fundacdo Hemocentro de

Brasilia.

Objetivo Especifico

- Determinar o periodo de maior nimero de casos provaveis de dengue entre 2015 e
2017,

- Determinar o nimero minimo de amostras a serem testadas (calculo amostral);

- Determinar a soroprevaléncia de IgM anti-dengue em doadores de sangue no
periodo de maior nimero de casos de dengue (periodo de surto);

- Determinar a soroprevaléncia estimada, tendo como base o numero total de

doacdBes voluntérias no periodo estudado (2015-2017);
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Abstract: The Dengue virus (DENV) is transmitted mainly by the bite of the mosquito
Aedes aegypti. Infected individuals may remain asymptomatic or present a broad
clinical spectrum, ranging from self-limiting febrile illness to severe forms.
Asymptomatic individuals may present as candidates for donation, causing serious
risks to the recipients, especially in immunocompromised or polytransferred
individuals. The presence of transmission in these cases can only be detected when
morbidity and / or significant mortalities are observed in blood transfusion recipients.
A total of 546 samples of a dengue outbreak period in the Federal District were
randomly selected, according to the Bulletin of Dengue Epidemiological Information
provided by the Federal District Health Department (2015-2017). An anti-dengue IgM
capture immunoenzymatic assay was performed for these samples. After the tests,
513 (93.96%) negative samples and 33 (6.04%) positive samples were observed for
the presence of anti-dengue IgM antibody, suggesting that blood donors may have
had recent contact with the dengue virus. On the other hand, the presence of viral
antigen (NS1) or presence of viral RNA is necessary to confirm the presence of the
virus. Although IgM is a classical acute phase marker (present concomitantly with the
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virus), its presence in the serum may be persistent for months, being present even
after the virus particles have been eliminated. The assessment of the presence of
Dengue acute phase antibodies (IgM) (when the virus may be present) becomes
relevant in view of the high risk of transmission of these viruses in blood transfusions.
The introduction of serological and molecular methods to determine the presence of
anti-dengue antibodies and / or detection of dengue virus in blood donors in endemic
regions could be deployed to ensure the quality of blood transfusion. This is the first
study showing the prevalence of anti-dengue IgM in blood donors in the Federal
District and provides important information about the circulation of DENV in the

Center-West region of Brazil.

Resumo: O virus da Dengue (DENV) é transmitido principalmente pela picada do
mosquito Aedes aegypti. Individuos infectados podem permanecer assintomaticos
ou apresentar amplo espectro clinico, variando de doenca febril autolimitada até
formas graves. Individuos assintomaticos podem ser candidatos a doacéo, causando
sérios riscos aos receptores, principalmente em imunocomprometidos ou
politransfundidos. A presenca da transmissdo, nestes casos, pode ser detectada
somente quando morbidade e/ou mortalidades significantes forem observadas nos
receptores de transfusdo sanguinea. Foram selecionadas aleatoriamente 546
amostras de um periodo de surto de dengue no Distrito Federal, de acordo com o
Informativo Epidemiolégico de Dengue do DF (2015-2017), fornecido pela Secretaria
de Estado de Saude do Distrito Federal. Para estas amostras foi realizado um
ensaio imunoenzimatico de captura IgM anti-dengue. Apds os testes foram
observadas 513 (93,96%) amostras negativas e 33 (6,04%) amostras positivas para
a presenca do anticorpo IgM anti-dengue, sugerindo que os doadores de sangue
podem ter tido contato recente com o virus da dengue. Por outro lado, a presenca do
antigeno viral (NS1) ou presenca do RNA viral é necesséaria para confirmacédo da
presenca do virus. Apesar do IgM ser um marcador classico de fase aguda, estando
presente concomitantemente com o virus, sua presenca no soro dos pacientes pode
ser persistente por meses, estando presente mesmo depois da eliminacdo das
particulas virais pelo organismo. A avaliacdo da presenca de anticorpos de fase
aguda (IlgM) da Dengue (momento em que o virus pode estar presente) torna-se
pertinente diante do risco elevado de transmissdo destes virus em transfusfes de

sangue. A introducdo de métodos soroldgicos e moleculares para determinar a
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presenca de anticorpos anti-dengue e/ou deteccao do virus da dengue em doadores
de sangue em regides endémicas poderiam ser implantados a fim de assegurar a
gualidade da transfusdo sanguinea. Este € o primeiro trabalho mostrando a
prevaléncia de IgM anti-DENV em doadores de sangue no Distrito Federal, e fornece
informacdes importantes acerca da circulacdo do virus na regido Centro-Oeste do

Brasil.

Introducéo

A dengue é conhecida desde meados do século XVIII, dita como uma
entidade nosoldégica, mas s6 no fim da segunda guerra mundial a dengue se
apresentou como um grande problema de saude publica. Atualmente, é considerada
a mais importante arbovirose urbana benigna. De acordo com Denise Valle e
colaboradores @, aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas estdo expostas ao risco
de infeccdo em paises tropicais e subtropicais, sendo que condi¢cbes climaticas,
econdmicas e sociais podem favorecer para a proliferagdo dos mosquitos vetores.
No Brasil, em média, mais de 85% da populacdo vive em &reas urbanas e cerca de
20% vive em favelas, mocambos, invasdes e corticos, locais onde sdo precarias as
habitacbes, a oferta de abastecimento de agua e a coleta regular do lixo,
aumentando desta forma os casos de infecgéo.

O agente etioldgico da dengue € um virus do género Flavivirus, transmitido ao
homem através da picada do Aedes aegypti. O virus possui quatro sorotipos
antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. Sendo uma doenca
febril e aguda, pode se apresentar de diferentes maneiras: infeccdo inaparente,
dengue classico (DC), febre hemorragica da dengue (FHD), sindrome do choque da
dengue (SCD) e dengue com complicacdo (DCC). O periodo de incubacédo é de 3 a
15 dias, com média de 4 a 7 dias. Nao ha indicios de imunidade cruzada, ou seja, a
infeccdo por um dos sorotipos s6 confere imunidade para aquele sorotipo e uma vez
instalada em uma regiéo habitada, a doenca existira por um longo periodo. (2

Os mecanismos que determinam a apresentacao clinica da doenca sobre a
forma classica ou hemorragica ainda sado desconhecidos. Entre as hipéteses
fisiopatogénicas da forma hemorragica da doenca, as mais aceitas sdo em funcéo
da presenca de anticorpos antivirais: um individuo previamente infectado com um
dos quatro sorotipos da dengue tem anticorpos antivirais circulantes nao
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neutralizantes; caso ocorra uma outra infeccdo por sorotipo diferente, o virus é
reconhecido por esses anticorpos, mas a replicagdo ndo chega a ser inibida ou
neutralizada. Um complexo antigeno-anticorpo é formado, aumentando a replicacao
do virus e facilitando assim a penetragdo viral em um macrofago por opsonizagao.
Mediadores vasoativos sdo liberados por macréfagos levando ao aumento na
permeabilidade vascular e, consequentemente, ao extravasamento de plasma pela
parede de vasos, hipovolemia e choque. ©

Os anticorpos IgM séricos sdo 0s primeiros anticorpos a serem produzidos
guando ha uma infeccédo, sendo considerados marcadores de fase aguda. Esses
anticorpos podem ser detectados em pacientes com dengue entre o terceiro e o
quinto dia apds o inicio dos sintomas, e em geral, podem persistir durante trés
meses, embora possam ainda ser detectados oito meses apds a infec¢do. A
presenca dos anticorpos IgM anti-DENV pode ser identificada através de testes
sorolégicos em amostra de soro ou plasma. Em geral, esses testes devem ser
realizados a partir do sexto dia de doenca, quando 0s anticorpos comegcam a surgir,
embora possuam maior importancia epidemiologica do que clinica. Diversas técnicas
podem ser empregadas na identificacdo desses anticorpos, dentre elas, reacao de
inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo do complemento (FC), teste de
neutralizacéo (TN) e ensaio imunoenzimatico (ELISA). ¥

A transmissdo de agentes infecto-contagiosos através da transfusao
sanguinea nos hemoderivados e hemocomponentes € caracterizada pela reacéo
adversa tardia de maior risco para o receptor de sangue. Para garantir a seguranca
do sangue que sera transfundido sdo necessarias acdes que minimizam a
possibilidade de transmissdo de doencas pela transfusédo. Tais a¢cdes envolvem a
captacgdo de doadores, triagem clinica e epidemioldgica e triagem soroldgica. ©

Estudos na literatura evidenciam os riscos da contaminagdo de dengue
através de bolsas de sangue. Em 2006, um estudo realizado em Porto Rico calculou
o risco de dengue transfusional, em que uma em cada 1.300 doacdes incorporaria o
virus. Este dado foi ultrapassado quando a Fundacdo do Hemocentro de Sao Paulo
divulgou que uma em cada 1.000 bolsas estaria contaminada. © Portanto, acredita-
se na possibilidade da infeccdo do virus da dengue de forma iatrogénica,

submetendo o paciente receptor de hemoderivados a futuras complicacoes.
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Segundo dados do Ministério da Saude, aproximadamente 3,5 milhdes de
pessoas fazem transfusdo no Pais. Os procedimentos estdo a cargo dos 27
hemocentros coordenados, além dos 500 servi¢os de coleta. Atualmente, 1,8 % da
populacdo brasileira faz doac&o. (7 Diante do grande nimero de doacGes e da
possibilidade de transmissdo de DENV via transfusdo sanguinea, principalmente
durante surtos, a triagem sorologica para detectar a presenca de anticorpos IgM
especificos para os quatro sorotipos da dengue em doadores de sangue atendidos
pelo FHB € uma medida de vigilancia importante para definigdo de novos protocolos

gue visam a seguranca transfusional.

Objetivo

Este trabalho visa avaliar, por ensaio imunoenzimatico, a presenca do
anticorpo IgM anti-DENV em amostras obtidas de doadores de sangue da Fundacéao

Hemocentro de Brasilia.

Materiais e Métodos

Periodo estudado

O periodo estudado foi determinado através da analise dos dados notificados
de casos provaveis de dengue no periodo compreendido entre 2015 e 2017 obtidos
através dos Informativos Epidemiologicos de Dengue, Chikungunya e Zika da
Secretaria do Estado de Saude do Distrito Federal. Esses informativos utilizam

dados obtidos do SINAN (Sistema de Informacéao de Agravos de Notificacdo).

Céalculo amostral

No intervalo do periodo estudado, houveram 28.238 doac¢des voluntarias de
sangue para a Fundacdo Hemocentro de Brasilia. Para determinar a quantidade
minima de amostras a serem utilizadas, houve o auxilio da calculadora

epidemioldgica online www.openepi.com. ® A realizacdo deste calculo amostral é

importante, pois torna os dados representativos. Os parametros utilizados foram:

Erro de 5%, frequéncia esperada de 50% e Intervalo de Confianca (IC) de 95%.
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Coleta das amostras

Foram adquiridas 546 amostras de soro de doadores de sangue, essas
amostras sdo originarias de um banco de retro vigilancia e ficam estocadas por lei
no hemocentro por pelo menos seis meses; posteriormente sdo descartadas. Logo,
as amostras utilizadas para o estudo foram adquiridas apdés o descarte das mesmas
na Fundacdo Hemocentro de Brasilia durante um periodo de surto de Dengue
(dezembro de 2015 a maio de 2016), determinado de acordo com o Informativo
Epidemiolégico de Dengue, Chikungunya e Zika do DF ©), fornecido pela Secretaria
de Estado de Saude do Distrito Federal. O projeto foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa em seres humanos (protocolo CAAE: 62718016.0.3001.5440).

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para deteccdo de anticorpos IgM antidengue foi utilizado o
kit Panbio® Dengue IgM Capture ELISA @9 (Abbot, Chicago, lllinois, EUA), de
acordo com as recomendacoes do fabricante. A absorbéancia resultante dos testes
foi determinada em comprimento de onda de 450 nm com um filtro de referéncia de
600 nm a 650 nm, utilizando-se do espectofotdbmetro da BioTek™ ELx800™
Absorbance Microplate Readers (Thermo Fisher Scientific, Hampton, Nova
Hampshire, EUA), utilizando-se o software Gen5™ Version 2.09 (Biotek, Winooski,
Vermont, EUA). As amostras que apresentarem resultados duvidosos foram
repetidas, ap0s o0s testes, o0s resultados foram analisados e a prevaléncia
encontrada e prevaléncia esperada (baseada na populacdo total de doadores no

periodo estudado) serdo calculadas.

Andlise estatistica

Para calcular a prevaléncia esperada do anticorpo IgM, foi utilizado a

calculadora epidemioldgica (www.openepi.com). ® Para efetuar esse calculo, foi

considerado: 28.238 doadores (populacao total de doadores de sangue no periodo

estabelecido) e de acordo com as normas do fabricante, IC de 95%.
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Resultados

A avaliacdo do numero de casos provaveis de dengue durante os anos de
2015 a 2017 mostrou que o periodo de maior numero de casos notificados de
dengue (periodo de surto) foi entre dezembro de 2015 e maio de 2016, com 17.718
casos registrados. Portanto, esse periodo foi escolhido para o estudo, conforme

observado na Figura 2.

Casos provaveis de dengue
1400
1200
1000
800

600

NUmero de casos notificados

Periodo de coleta

de amostras W

5 & 53 % 8
< = = X &

Jan
Feb
Apr
Jun

Jul
Aug
Sep

=
=

May

Mar

2015 2016 2017

Figura 2. Niumero de casos provaveis de dengue. O nimero de casos provaveis de dengue
foi baseado no Informativo Epidemiolégico de Dengue, Chikungunya e Zika da Secretaria do
Estado de Saude do Distrito Federal, durante os anos de 2015 a 2017. A caixa cinza

representa o periodo em que as amostras foram obtidas.

Durante o periodo escolhido para a realizacdo do estudo (periodo de surto)
houveram 28.238 captacdes de sangue na Fundacdo Hemocentro de Brasilia e
17.718 casos provaveis de dengue (dezembro de 2015 a maio de 2016). O célculo
amostral determinou que o niumero minimo de amostras a serem testadas para que

os resultados fossem representativos foi de 380 amostras (Figura 3).
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Figura 3. Estratégia experimental. Apés identificagdo do periodo com maior numero de
casos notificados de dengue, foi realizado o calculo amostral, a coleta das amostras, a

deteccao e determinacédo da prevaléncia do IgM anti-DENV.

Apesar do numero minimo de amostras obtido no calculo amostral ser de 380
amostras, foram testadas um numero maior de amostras (546). Destas, 382
amostras foram obtidas de doadores do sexo masculino (65,8%) e 164 de doadores
do sexo feminino (34,2%). A média de idade dos homens foi de 36,1 anos e das
mulheres de 33,2 anos (Tabela 1). Apds a analise, observamos que 25 homens
(6,54% do total de homens) e 8 mulheres (4,87% do total de mulheres)
apresentaram resultado positivo para IgM anti-DENV, totalizando 6,04% (numero da
soroprevaléncia aparente, ou seja, baseada apenas nas 546 amostras testadas) dos
pacientes (considerando homens e mulheres). Porém, considerando o numero de
doadores de sangue no periodo do estudo (28.238 doadores), a analise estatistica
realizada demonstrou que a prevaléncia real estimada (sendo um ndmero
representativo para o total de doacdes) para a presenca do IgM anti-DENV estava
entre 4,34% e 8,37% (IC: 95%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados demograficos e prevaléncia de IgM anti-DENV.

Prevaléncia real

Homens Mulheres Total estimada (IC:
95%)**
N° 382 164 546 0 e
(65,8%)  (34,2%) (100%)
Média de idade (+ 36,1 33,2 34,7 e
DP) (£10,8) (£10,3) (£10,5)
IgM anti-DENV 25 8 (4,87%) 33 6,04% (4,34 a
(6,54%) (6,04%)* 8,37%)

DP: Desvio Padréao; IC: intervalo de confianca.
*Prevaléncia aparente encontrada neste estudo.

** Prevaléncia esperada considerando 28238 doadores de sangue.

Discussao

No Brasil, a arbovirose mais predominante é a dengue, e por ndo haver
medidas governamentais voltadas ao controle dos surtos recidivos, a infec¢céo pelo
DENV vem representando um dos maiores problemas de saude publica na
atualidade. V)

Em 2016, o Distrito Federal (DF) vivenciou um dos maiores surtos de DENV ja
registrados; de acordo com o Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN) foram notificados 17.718 casos. A Fundacdo Hemocentro de Brasilia (FHB)
em abril de 2017, coletou 17.069 bolsas de sangue, sendo que a média mensal é de
4.267. De acordo com os dados da FHB (), em Brasilia, as doagbes sédo 83,4%
espontaneas e 43,4% delas sao feitas por homens. Nesse periodo, foram feitas 22,6
mil transfusdes, incluindo as do Sistema Unico de Satde (SUS) e da rede privada. A
Fundacdo Hemocentro € uma instituicdo publica e pode coletar até 11.088 bolsas de
sangue por més e atende 100% da demanda do SUS por hemocomponentes. A

unidade faz a gestdo de 12 agéncias transfusionais espalhadas pelos hospitais da
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rede publica de saude do DF. Em 2016, foram coletadas 54.928 bolsas de sangue e
feitas 74.877 transfusodes.

Uma vez que o virus pode ser transmitido através de transfusdes sanguinea,
o estudo da prevaléncia de DENV e dos marcadores de infeccdo é de grande
importancia em hemoderivados. A vida de pacientes, em grande parte
imunocomprometidos, é colocada em risco quando da possibilidade de receptacéo
de sangue de doadores infectados pelo DENV. Estudos ja demostraram a presenca
da particula viral em doadores de sangue. Foi identificado uma prevaléncia alta de
viremia assintomatica por DENV em doadores de sangue em alguns estados
brasileiros, como por exemplo: Rio de Janeiro (0,51%) e Recife (0,80%). (2

A presenca de IgM anti-DENV em 6,04% dos doadores sugere que estes
podem ter tido contato recente com o virus, podendo até mesmo estarem infectados;
uma vez que a persisténcia de IgM pode ser encontrado por meses apoés a infeccao
13, 14 Esse fato demonstra que, durante a entrevista, os doadores de sangue
negaram qualquer tipo de sintoma, revelando que houve um namero significativos de
infec¢des assintomaticas por DENV durante o periodo coletado.

Estudos soroepidemioldgicos representam uma metodologia fundamental
para complementar a compreensao da doenca na populagdo estudada. Os testes
IgM anti-DENV, representa umas das principais estratégias para identificar as
infeccbes agudas e a circulagdo do virus durante o periodo de surto. Este estudo,
detectou uma prevaléncia de Igm anti-DENV de 6,04%, taxa comparada a
soroprevaléncia no municipio do Rio de Janeiro (8,8%) (! e de um estudo da Arabia
Saudita (5,5%) @9, Na india, foram encontrados niveis mais elevados de anti-DENV
IgM, onde 13,5% dos doadores possuiam esse marcador. 7

Durante um surto em 2014 na China, foi efetuado um levantamento de dados
entre doadores de sangue relatando uma prevaléncia de IgM anti-DENV de 2,4%;
em 2015 esse valor caiu para 0,4% (8. Esse decréscimo pode ser resultado das
acOes do Centro Chinés de Doencas (CCD), aperfeicoando as estratégias referente
ao controle e prevencdo para DENV. Em Cingapura e na Austrélia (regides que o
DENV € endémico), foi detectado uma soroprevaléncia menor sendo essas de
2,83% e 0,22% respectivamente 19; esses valores, sdo consequéncia de possiveis
medidas de controle para conter os surtos de DENV em paises mais desenvolvidos.

Este contraste de soroprevaléncia entre as localidades geograficas citadas
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anteriormente, pode ser devido ao rigoroso processo de selecdo de doadores de
sangue 19, reforcando a importancia da introducdo de métodos soroldgicos e
metodolbégicos nos hemocentros do Brasil, no intuito de reduzir a possibilidade de

infeccao pelo DENV quando do uso de hemoderivados.

Conclusao

A introducdo de métodos sorolégicos e moleculares para determinar a
presenca de anticorpos anti-DENV e/ou deteccao do virus da dengue em doadores
de sangue em regides endémicas, ou em periodos de surtos, deveriam ser
implantados com a finalidade de fornecer uma transfusdo segura aos receptores,
visto que a circulacdo do virus ocorre de forma assintomatica em individuos

avaliados como aptos para a doacdo de sangue.
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ANEXO |

NORMAS DO PERIODICO

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML),
continuagcéao do Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro,
abril, junho, agosto, outubro e dezembro), € o 6rgado 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 na
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no
Periodica e no Chemical Abstracts e é integrante da base de dados Scientific
Electronic Library Online (SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos
gue contribuam para o desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial e aceita
as seguintes categorias: artigos originais, de revisao, de atualizacdo, experimentais,
relatos de caso, comunicaglOes 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.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apds analise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrara em contato com o autor principal comunicando os passos a serem seguidos

na aceitacdo do trabalho para publicacdo ou sua eventual rejeicao.

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 o esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo:
Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e

Referéncias Bibliograficas.
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O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussao.
Implicacbes clinicas e limitacbes do estudo devem ser claramente apontadas.
Sugere-se o detalhamento do topico Material e Método. Para esses artigos, exige-se
a apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discusséo, Conclusbdes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem
aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir.

Comunicacoes breves

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

figura, além das referéncias bibliogréficas.

Artigos de revisdo

Serédo aceitos apenas mediante convite.

Avaliagcbes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto,
devem incluir conclusbes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com
excecgdo de Introducédo, Discussdo 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

Séo trabalhos de observacgdes clinico laboratoriais originais, acompanhados
de andlise e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve
apresentar, no minimo, 0s seguintes topicos: Introducéo, Relato(s) dos(s) caso(s) e

Discussdao. Incluir um resumo nao estruturado no idioma do texto e outro eminglés.
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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”.

REFERENCIAS

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser
numeradas sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez
no texto. Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periédicos
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 revisdo 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 bibliograficas é de responsabilidade dos
autores. Comunicagdes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poder&o ser
citados, quando absolutamente necessarios, mas ndo devem ser incluidos na lista
de referéncias bibliogréaficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A

lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

o Artigos de periodicos (um sO 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.

o Artigos de periodicos (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.

o Artigos de periédicos (mais de seis autores) Rocha GA, Queiroz DM,

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

o Artigo de periddico 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(1): 34-7.
Disponivel em:
http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.
pdf.

o 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.

o 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.

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

o 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.

o Tese ou dissertacdo Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplétipos e a
relacdo com as manifestacdes clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008.
[dissertacdo]. Programa de poés-graduagdo em Ciéncias Médicas, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul; 2008.

o Citacbes no texto Devem ser identificadas por algarismos arabicos
(nimeros-indice). Podem também ser acrescentados o nome do autor e 0 ano. As
referéncias com mais de um autor devem conter o sobrenome do autor seguido da

expresséo et al., como, por exemplo, Higashi et al.
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Tabelas e figuras

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos
ardbicos e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a nado repeticdo dos
mesmos dados em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de
apresentacao tabular estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e
publicadas pela Fundacdo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
1993).

As ilustracfes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producdo. Os graficos deverdo vir
preparados em programa processador de gréaficos. Deverdo ser indicados os locais
aproximados no texto onde as ilustracdes serao intercaladas como figuras.

O GNPapers 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.

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

manuscrito.

AbreviagcOes e nomes de medicamentos

As abreviacdes 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 prescricao.

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

Internacional (SI) entre paréntese.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Barbara Maciel Sidou Pimentel

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 62718016.0.0000.5553

Instituigdo Proponente: FUNDAGAO 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 territério, enquanto o Parvovirus 4
(PARV4) nao possui sua distribuigdo bem definida. Além disso, encontram-se endémicos em diferentes
regides do pafs o alfavirus Mayaro (MAYV), os recém-introduzidos virus da febre Chikungunya (CHIKV) e
Zika virus (ZIKV) (género Alfavirus), o virus da Dengue (DENV) (Flaviviris) e o virus da hepatite E (HEV)
(Hepevirus). Estas infecgdes, na grande maioria, sdo 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 o PARV4 que possuem transmissao parenteral e
vertical. Todos estes virus tém grande importancia para a sadde publica, devido seu potencial epidémico,
caracteristicas hemorragicas da infecgao, 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 que 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 o impacto dos alfa-, flavi-, parvo- e hepevirus na rotina
hemoterapéutica.
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Continuagdo do Parecer: 1.896.770

Objetivo da Pesquisa:

Geral:

- Investigar a presenga 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 Fundagao 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 presenga de RNA viral de DENV 1-4, MAYV, CHIKV, ZIKV e HEV, e de DNA
viral de PARV4, B19V;

- Identificar a origem, classificagdo e as relagdes filogenéticas dos virus detectados por meio da
genotipagem e analise filogenética.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Os sujeitos foram adequadamente identificados. Quanto aos riscos, os resultados obtidos no decorrer da
pesquisa, ndo representam riscos de danos a dimensao 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 infecgGes
assintomaéticas e autolimitadas (virus séo eliminados do organismo pelo préprio sistema imune). Como
beneficios apresentados, os resultados obtidos neste estudo irdo auxiliar no entendimento da patogénese
da infecgdo assintomatica destes virus emergentes, bem como a prevaléncia na populagao estudada. Os
antecedentes cientificos que justificam a pesquisa foram apresentados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

As amostras da pesquisa serao de triagem retroativa dos virus DENV 1-4, MAYV, CHIKV, ZIKV, HEV,
PARV4 e B19V e obtidas de aproximadamente 2000 doadores da Fundagdo Hemocentro de Brasilia
(armazenagem de soro ou plasma de doadores por pelo menos 6 meses). Serao 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. Serao excluidos doadores com sorologia positiva para os
patégenos acima referidos; nao 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 andlises moleculares. Sera preparado pool de amostras a partir da
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mistura de 50 amostras, extragdo de material genético DNA e RNA viral. Para a andlise molecular dos virus
de RNA, sera sintetizado o DNA complementar a partir do material genético total extraido e quantificado,
reagdo de transcrigio reversa e o DNA complementar estocado. Posteriormente, a identificagdo dos
membros de cada género e andlise filogenética.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

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

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

Cronograma da Pesquisa: Apresentado.

Planilha de orgamento: Apresentada.

Dispensa TCLE: Apresentado.

Critérios de Inclusao e Excluséo: Definidos.

Recomendagdes:

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 deverdo ser
utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, que sé podera iniciar apds aprovagao
pelo CEP/FEPECS/SES/DF.

O pesquisador devera encaminhar relatério parcial e final de acordo com o desenvolvimento do projeto da
pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

- Projeto Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor ISitanéo |
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QG

mo

Informag6es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/11/2016 Aceito

do Projeto ROJETO 820280.pdf 11:38:02

Folha de Rosto folha_de_rosto_nova.pdf 25/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
11:36:43

Outros coparticipante_nova.pdf 25/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
11:36:07

Outros concordancia_novo.pdf 25/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
11:35:41

Outros Curriculo_Svetoslav.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:21:13

Outros Curriculo_Simone.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:20:58

Outros Curriculo_Rodrigo.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:20:43

Outros Curriculo_Katia.pdf 08/11/2016 | Rodrigo Haddad Aceito
12:20:24

Outros Curriculo_Evandra.pdf 08/11/2016 | Rodrigo Haddad Aceito
12:20:12

Outros Curriculo_Dimas.pdf 08/11/2016 | Rodrigo Haddad Aceito
12:19:53

Outros Curriculo_Barbara.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:19:35

Outros CURRICULUM_VITAE_Barbara.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:18:27

Outros parecerCEP_hemocentroBSB.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:17:44

Outros FUNDACAO_HEMOCENTRO_DE_BRA| 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito

SILIA termo_de consentimento.pdf 12:15:45

Orgamento Planilhadeorcamento.pdf 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito
12:08:59

TCLE/ Termos de |dispensa_TCLE_zika.pdf 08/11/2016 | Rodrigo Haddad Aceito

Assentimento / 12:08:43

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_com_Zika.docx 08/11/2016 |Rodrigo Haddad Aceito

Brochura 12:07:09

Investigador

Situagédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao
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