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RESUMO

A Chikungunya € uma arbovirose que tem como principais vetores 0s
mosquitos Aedes aegypti e o Aedes Albopictus. A doenca pode apresentar um
quadro clinico assintomatico em cerca de 3 a 28% dos acometidos. Assim, estes
doadores podem transmitir o virus Chikungunya pela transfusdo podendo causar
sérios riscos ao paciente transfundido, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Foram analisadas 450 amostras de doadores de sangue da
Fundacdo Hemocentro de Brasilia em um periodo caracterizado pelo inicio de um
pico de infec¢des por arboviroses (Dengue, Zika e Chikungunya) no Distrito Federal,
de acordo com o Informativo Epidemiologico de Dengue do DF, fornecido pela
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal. O teste realizado para pesquisa
sorologica de IgM e IgG anti Chikungunya foi o ensaio imunoenzimatico ELISA. A
pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-Chikungunya obteve como resultado uma
prevaléncia real de 1,111% (5/450) e 0,889% (4/450) respectivamente. Apesar da
baixa prevaléncia, € importante a introducéo de protocolos de triagens dos doadores

em épocas de surto evitando o risco de infec¢ao para paciente transfundido.

Palavras-chave: Doadores de sangue, Chikungunya, soroprevaléncia



ABSTRACT

Chikungunya is an arbovirus that has as main vectors the mosquitoes Aedes
aegypti and Aedes Albopictus. The disease can present an asymptomatic clinical
picture in about 3 to 28% of the affected ones and these can be candidates for blood
donation. Then, the infected donors could transmit the Chikungunya virus through the
transfusion, leading to serious risks to the recipient, mainly in immunocompromised
individuals. Here, we evaluated 450 blood donors from the Hemocentro de Brasilia
Foundation in a period launched by the beginning of a peak of infections by
arboviruses (Dengue, Zika and Chikungunya) in the Federal District, according to the
Dengue Epidemiological Bulletin, from Secretariat of Health of the Federal District.
The test performed for the serological investigation of IgM and 1gG anti Chikungunya
was the immunoenzymatic test ELISA. The search for IgM and IgG anti-Chikungunya
obtained as a result a real prevalence of 1.111% (5/450) and 0.889% (4/450)
respectively. Despite the low prevalence, it is important to introduce donor screening

protocols in times of outbreak, avoiding the risk of infection for the transfused patient.

Keywords: Blood donors, Chikungunya, seroprevalence
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INTRODUCAO

A Chikungunya tem como agente etiolégico o virus Chikungunya (CHIKV). Foi
isolado pela primeira em uma cidade chamada Newala na Tanzania, em 1953, de
um paciente com um quadro sintomatico de febre e artralgia. O virus é pertencente
ao género Alphavirus da familia Togaviridae. O nome Chikungunya advém de uma
palavra em Makonde, que significa “aqueles que se dobram”, remetendo a postura
encurvada dos pacientes devido a intensa artralgia. Estudos de analise filogenéticas
possibilitaram a identificacdo de quatro gendtipos de CHIKV: Asia/Caribe (CA),
Africa Ocidental (WA), Leste/Central/Sul-africana (ECSA) e Linhagem do Oceano
indico (IOL) (MOIZEIS et al., 2018).

O virus Chikungunya (CHIKV) é um virus RNA de fita simples positiva. Possui
envelope viral com uma composicdo semelhante a bicamada lipidica da membrana
da célula do hospedeiro onde ficam ancoradas as glicoproteinas virais E1 e E2. Seu
genoma contém duas janelas de leitura aberta (ORFs) separadas por juncdo nao
codificante (SILVA; DERMODY, 2017). O virus CHIKV possui cinco proteinas
estruturais: E1, E2, E3, C (proteina do capsideo), 6K e quatro proteinas nao
estruturais: 1 (nsP1), 2 (nsP2), 3 (nsP3) e 4 (nsP4) (MASCARENHAS et al., 2018).

Os vetores responsaveis pela transmissdo da Chikungunya sdo o Aedes
aegypti e o Aedes Albopictus que estéo distribuidos pelas Américas viabilizando a
disseminacdo do virus. Apdés o mosquito adquirir o virus, ocorre um periodo de
encubacdo com duracdo média de dez dias tornando possivel a transmissao para
um hospedeiro susceptivel. O individuo picado pelo mosquito infectado comeca a
apresentar sintomas ap0s um periodo de encubacao de trés a sete dias. No entanto,
foi demonstrado através de andlises sorolégicas que um percentual de 3% a 28%
dos pacientes infectados ndo desenvolve sintomatologia (BRASIL, 2014).

Os sintomas mais comuns da Chikungunya incluem febre alta, dores
articulares e musculares fortes, dor de cabeca e fotofobia. Sintomas graves
envolvendo orgdos vitais podem se desenvolver durante a infeccdo por CHIKV
(HARAPAN et al.,, 2019). Em relagdo a resposta imune, as células endoteliais e
epiteliais, fibroblastos priméarios e macréfagos derivados de mondocitos estdo mais

susceptiveis a infeccdo e replicacdo viral. Quando ocorre a infeccdo, o virus CHIKV
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induz a resposta inicial estimulando de maneira indireta a producao de interferon do
tipo | (IFN) através da ativagcdo de células ndo hematopoiéticas, dentre elas,
principalmente os fibroblastos, numa tentativa de remover o virus do hospedeiro
(GANESAN; DUAN; REID, 2017). Ap6s o inicio da doenca, os anticorpos IgM anti-
Chikungunya podem ser detectados em poucos dias, até a segunda semana da
doenca, coincidindo com um aumento de IgG anti-Chikungunya durante a fase tardia
da infeccdo aguda e permanecendo na fase crénica (FOX; DIAMOND, 2017).

Para fins de diagnostico de Chikungunya séo realizados os testes
laboratoriais: isolamento do virus, reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
sorologia. O ensaio soroldgico que é feito, € o enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), onde se busca a avaliar se ha presenca de imunoglobulina M (IgM) e
imunoglobulina G (IgG). A utlizacdo de métodos que detectem IgM anti-
Chikungunya é muito vantajosa visto que sua producédo ocorre dias apés o inicio dos
sintomas. O aparecimento de IgG é mais tardio durante a infeccdo, menos
especifico que IgM e se mantém detectavel por bastante tempo depois do
desaparecimento de IgM da amostra de sangue do paciente (BRASIL, 2014).

No processo de transfusdo sanguinea € passivel de ocorrer transmisséo de
agentes infectocontagiosos para o receptor. Para garantir que haja seguranca dos
produtos sanguineos, € imprescindivel que sejam seguidos protocolos que
desenvolvam qualidade nas transfusfes de sangue. Testes de triagem laboratorial
minimizam a chance de ocorréncia de transmissdo de doencas via transfusao
devendo possuir alta sensibilidade e, se possivel, alta especificidade oferecendo
seguranca para a triagem (CARRAZZONE, 2004). Os pacientes portadores de
CHIKV assintomaticos representam um risco para a garantia da seguranca em
doacbes de sangue, visto que ndo sao realizados testes de triagem que avaliem o
perfil sorolégico de Chikungunya em doadores, diante disso, é objetivo desta
pesquisa realizar a analise de amostras do soro de doadores da Fundacéo
Hemocentro de Brasilia avaliando a presenca de IgM e IgG anti-Chikungunya
buscando demonstrar a relevancia de se implementar protocolos que incluam esse
tipo de avaliacdo sorolégica de Chikungunya em bancos de sangue promovendo

uma maior seguranca transfusional para o receptor.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O virus

Existem quatro genotipos conhecidos do virus CHIKV: Asia/Caribe (CA),
Africa Ocidental (WA), Leste/Central/Sul-africana (ECSA) e Linhagem do Oceano
indico (IOL) (MOIZEIS et al., 2018).

O arbovirus CHIKV é o agente etiologico da Chikungunya e pertence ao
género Alphavirus da familia Togaviridae. E um virus RNA de fita simples positiva.
CHIKV é pequeno, com um diametro de aproximadamente 70 nm. Seu genoma tem
aproximadamente 11.800 nucleotideos, contendo duas janelas de leitura aberta
(ORFs) separadas por jungao nao codificante e regides 5’ e 3’ nao traduzidas. A
DNA replicase é constituida por quatro proteinas néo estruturais: 1 (nsP1), 2 (nsP2),
3 (nsP3) e 4 (nsP4). O virion CHIKV é constituido por um envelope de bicamada
lipidica associado ao nucleocapsideo que recobre o DNA gendmico. Possui duas
proteinas estruturais, E1 e E2, que ficam ancoradas no envelope viral. A ligacéo
mediada por E2 permite que as particulas ligadas ao receptor sejam internalizadas
via endocitose. Ocorre uma acidificacdo do endossoma promovendo alteracdes
conformacionais nas glicoproteinas virais levando a exposi¢cao do peptideo de fusédo
de E1, permitindo a fusdo do envelope com a membrana do endossoma, liberando o
nucleocapsideo no citoplasma da célula do hospedeiro. O RNA viral de CHIKV é
traduzido diretamente em uma poliproteina precursora que ira sofrer clivagens por
proteases virais dando origem a quatro proteinas ndo estruturais que irdo permitir a
transcricdo do RNA viral em uma fita de RNA de polaridade negativa servindo de
molde de replicacéo para a sintese do RNA genémico e subgendémico, dando origem
as proteinas estruturais. (SILVA; DERMODY, 2017).

Apbs a inoculacdo do virus no hospedeiro pela picada do mosquito, o CHIKV
geralmente atinge o tecido subcutédneo sendo fagocitado por células dendriticas que
migram para os linfonodos, onde apresentam o antigeno viral para o sistema imune.
A resposta imune inata é majoritariamente baseada em interferon limitando a
disseminacéao do virus e constituindo a primeira barreira de defesa contra a infec¢ao
por CHIKV. O virus se replica em mondcitos e macréfagos e interage com leucocitos

sanguineos também, induzindo a producéo de interferon alfa e outras citocinas. As
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células imunes infectadas entram na corrente sanguinea levando o virus até os
orgdos-alvo como figado, musculos, articulacbes e o cérebro. A migracdo dos
monaocitos e macréfagos para os tecidos sinoviais contribuem para a inflamacéo das
articulacbes e isso pode ser a explicacdo da persisténcia de artrite mesmo sem
viremia. A artropatia cronica pode estar relacionada também com quantidades
elevadas de citocinas séricas Thl. A resposta inflamatoria desregulada na fase
aguda ou covalescente pode ser o motivo do desenvolvimento da forma cronica da
Chikungunya sendo que os mecanismos regulatérios que inibem uma resposta
inflamatoria articular mais exacerbada podem prevenir a doenca (FIGUEIREDO;
FIGUEIREDO, 2014).

Vetores e transmissao

Os mosquitos Aedes aegypti e o Aedes Albopictus sdo os principais vetores
da febre Chikungunya e estdo distribuidos amplamente tornando todas as regides
possiveis locais propagacdo do virus (BRASIL, 2014). A transmissdo da
Chikungunya ocorre através da picada de fémeas dos mosquitos vetores infectados
com CHIKV. Podem ocorrer casos de transmissdo vertical, principalmente, no
periodo de intraparto em gestantes contaminadas levando a casos de infecgéo
neonatal grave. Embora seja raro, € passivel de acontecer transmissdo via
transfusdo sanguinea (AZEVEDO; ALVES, 2017). O principal reservatorio do CHIKV
sdo os humanos durantes periodos epidémicos e nos interepidémicos, vertebrados
sdo potenciais reservatorios, como primatas nao humanos, roedores, passaros e
outros pequenos mamiferos. Ap6s o mosquito contrair o virus, ocorre um periodo de
encubacédo extrinseco de aproximadamente dez dias, onde o mosquito ira adquirir a
capacidade de transmissdao para hospedeiros susceptiveis. Geralmente, apos o
hospedeiro humano ser picado pelo mosquito infectado, os sintomas comecam a
emergir depois de um periodo de encubacéo intrinseco aproximado de 3 a 7 dias,
podendo variar de 1 a 12 dias (BRASIL, 2014).
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Aspectos clinicos

A Chikungunya pode se manifestar de forma aguda, subaguda ou crénica.

A fase aguda geralmente tem uma duracédo de 3 a 10 dias, tem 0 seu inicio
abrupto com sintomas como febre alta e dor articular intensa. Além disso, sintomas
inespecificos como cefaleia, mialgia, conjuntivite, sintomas gastrointestinais,
erupcdes cutaneas, dor nas costas podem estar presentes nessa fase também. A
artralgia é o sintoma mais associado a infeccdo por CHIKV incapacitando o paciente
de realizar atividades simples devido a presenca de dor intensa (AZEVEDO; ALVES,
2017).

Na fase subaguda ha uma piora ou manutencdo do quadro de artralgia
intensa e a febre desaparece, essa fase tem uma duracdo de até trés meses. Sao
relatados sintomas depressivos e desenvolvimento da sindrome de Raynaud, um
distarbio vascular periférico, na fase subaguda. A fase crbnica da doenca é
caracterizada pela continuidade da artralgia apds trés meses podendo durar até trés
anos e tem maior acometimento em individuos com mais de 45 anos que tiveram
lesbes graves na fase aguda ou problemas articulares preexistentes. Alguns
pacientes tendem a desenvolver artropatia aparentando artrite reumatéide ou
psoriatica (AZEVEDO; ALVES, 2017).

Em alguns casos, podem existir manifestacdes atipicas da Chikungunya
causadas por acédo direta do virus, resposta imune intrinseca de cada individuo ou
pela toxicidade de medicamentos, sendo mais presentes em grupos especificos,
como a meningoencefalite e dermatose vesiculo-bolhosa em criangas e bebés
(BRASIL, 2014).

A infeccdo por virus CHIKV pode ocorrer sem a presenca de sintomas.
Aproximadamente 3% a 28% dos pacientes infectados pelo virus Chikungunya
apresentardo a forma assintomatica da doenca (BRASIL, 2014). Um estudo
prospectivo realizado nas Filipinas em 2015, relatou 82% de infeccdes
assintomaticas enquanto outro estudo de coorte feito em Managua, Nicaragua em
2016, obteve como resultado 58,3% dos pacientes com a forma assintomatica da
doenca (CUNHA; TRINTA, 2017).
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Diagnostico

A associacdo de febre aguda e artralgia em locais endémicos é altamente
preditivo no diagndstico clinico de Chikungunya, no entanto, os sintomas da fase
aguda da doenca podem ocorrer em outras enfermidades necessitando da
realizacdo de um diagndstico diferencial, principalmente com a Dengue (DENV).
Devido a coexisténcia do virus ZIKV em periodos endémicos de arboviroses, a
Chikungunya deve ser diferenciada de Zika também. Outras doencas como Maléria,
Leptospirose e algumas doencas reumaticas crbnicas podem apresentar
sintomatologia semelhante a febre Chikungunya em sua fase inicial entrando no
diagnoéstico diferencial. Outros arbovirus além do DENV também possuem o
potencial de causar um quadro sintomatico similar com a infeccdo por CHIKV na
fase aguda, como o Ross River, Barmah Forest, O’ nyong — nyong, grupo Sindbis e
Mayaro, mas, apenas o Mayaro (MAYV) é encontrado no Brasil, 0 agente etioldgico
da febre do Mayaro que tem ocorréncia predominante em areas silvestres
(MARQUES et al., 2017).

Diversos testes laboratoriais estdo disponiveis para o diagnostico de
Chikungunya utilizando o soro ou o plasma para detectar o virus, o acido nucléico
viral ou imunoglobulinas especificas contra o virus e anticorpos neutralizantes
(VAIRO et al., 2019). Os principais testes realizados sdo o isolamento do virus,
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e sorologia. As amostras que Sao
coletadas na primeira semana de infeccdo devem ser testadas pelo método
virolégico e soroldgico (BRASIL, 2014). Devido a alta carga viral durante a infec¢ao,
o0 RNA viral do CHIKV pode ser detectado durante os primeiros 5 a 8 dias da doenca
usando testes comerciais com alta sensibilidade e especificidade. Os anticorpos IgM
geralmente sao desenvolvidos no final da primeira semana da doenca e para ter
certeza do resultado negativo no diagndstico, as amostras na fase convalescente
devem ser coletadas em pacientes que tiveram suas amostras negativadas na fase
aguda. O diagndstico soroldgico de CHIKV ¢ feito através da deteccdo de IgM

especifica para CHIKV em amostras de soro por um periodo de 5 a 7 dias ap6s o
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inicio dos sintomas ou demonstrando uma soroconversdo caracterizada pelo
aumento de quatro vezes o titulo de anticorpos entre a fase aguda e convalescente.
Os anticorpos IgM podem persistir até um ano, principalmente em pacientes que
persistem com a artralgia por muito tempo, mas normalmente se mantém por 3 a 4
meses. O IgG anti Chikungunya pode ser detectado até muitos anos apos a infecgcéo
inicial (VAIRO et al., 2019).

Para o diagnéstico sorologico, a amostra de soro € utilizada em enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) e o teste de neutralizagdo por reducao de
placas (PRNT). Foi relatada a ocorréncia de reacdo cruzada no ELISA entre
membros do sorogrupo do virus da Floresta Semliki (SFV), sendo assim, o PRNT é
importante para confirmar os achados de ELISA e descartar a possibilidade de
reatividade cruzada e teste falso positivo. O soro da fase aguda deve ser coletado
imediatamente apds o surgimento da doenca e o soro da fase convalescente entre
10 e 14 dias apo6s (BRASIL, 2014).

Aspectos epidemioldgicos

O virus Chikungunya foi isolado e reconhecido como patégeno humano pela
primeira vez na Tanzénia em 1952-1953, embora tenham sido descritos casos no
inicio de 1770 com sintomatologia sugestiva de Chikungunya. (SILVA; DERMODY,
2017). Em dezembro de 2013, foram relatadas infec¢cdes pelo gendtipo asiatico de
CHIKV, no Caribe, estabelecendo o ciclo de transmisséo do virus nas Américas. No
Brasil, o primeiro caso de transmisséo autoctone foi confirmado no Amapa, em 2014
(NUNES et al., 2015).

Até a semana epidemioldgica 34, de acordo com o boletim epidemiolégico n°
22 de setembro de 2019, fornecido pelo Ministério da Saude, foram registrados
110.627 casos provaveis de Chikungunya no Brasil, sendo que em 2018, no mesmo
periodo foram registrados 76.742 casos provaveis no pais. A maior incidéncia de
casos foi encontrada nas regifes sudeste e nordeste, respectivamente. No Distrito
Federal, de acordo com o Informativo Epidemiolégico de Dengue, Chikungunya,
Febre Amarela e Zika n°® 27 de outubro de 2019, até a semana epidemioldgica 39,

foram registrados 257 casos notificados de Chikungunya, onde (91,4%) séao
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residentes no Distrito Federal. Desses, foram confirmados 36 casos de febre
Chikungunya representando uma variacdo de 300% de casos em relagdo ao ano
passado. Houve um o6bito por Chikungunya, confirmado laboratorialmente, em

residente na Regido de Saude Central (Asa Sul).

Tratamento

N&o existe tratamento antiviral eficaz para Chikungunya, sendo assim, a
terapia é exclusivamente de suporte e sintomatica. O tratamento visa controlar febre
e dor, tratar a desidratacdo, promover um suporte aos 0rgdos e prevenir possiveis
complicacbes iatrogénicas bem como comprometimentos funcionais. O
acetaminofeno é a droga de escolha para analgesia e o uso de anti-inflamatorios
néo esteroides (AINES) e salicilatos ndo é recomendado nos primeiro quatorze dias
apos o inicio da doenca devido ao risco de sangramento associado assim como a
sindrome de Reye causada pela aspirina. O manejo na fase crénica se da
principalmente pelo uso de analgésicos, drogas neuropéaticas e AINES (VAIRO et al.,
2019).

Seguranca Transfusional

Atualmente, a hemoterapia tem buscado novas acbes e estratégias que
possam diminuir 0os possiveis riscos em uma transfusédo de sangue. Para que ocorra
uma infec¢@o no receptor susceptivel é necessario apenas que o patdgeno esteja no
sangue do doador e ndo seja detectado em testes de triagem sorologica. A
seguranca transfusional é caracterizada por um conjunto de medidas quantitativas e
qualitativas que quando adotadas propiciam um menor risco aos doadores e
receptores de sangue. A triagem soroldgica deve contar com testes que fornecam
alta sensibilidade e, se possivel, alta especificidade. O método ELISA € o mais
utilizado nos servigos hemoterapicos por promover uma boa reprodutibilidade, é
facilmente executado e ha a possibilidade de automagédo (CARRAZZONE, 2004).
Sabendo que a Chikungunya pode ter uma apresentacédo assintomatica, considera-

se um risco para a transfusao sanguinea segura, visto que um doador pode estar
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infectado e o0 sangue contaminado por CHIKV ao ser transfundido em um receptor
susceptivel possivelmente ira desencadear a infeccdo, sendo assim, para se ter um
maior controle e garantia da qualidade dos produtos de hemoterapia fica
demonstrada a relevancia da inclusdo em protocolos de triagem sanguinea em
hemocentros de testes que avaliem a soroprevaléncia de Chikungunya nos

individuos doadores.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar a soroprevaléncia de IgM e IgG Anti-Chikungunya em amostras de

doadores de sangue atendidos pela Fundacdo Hemocentro de Brasilia.

Objetivos especificos

¢ Realizar o levantamento de dados epidemiologicos buscando o periodo com
maior incidéncia de casos provaveis de Chikungunya;

e Determinar o niumero de doadores com amostras positivas para IgM e IgG
Anti-Chikungunya;

e Avaliar o aparecimento de IgM e IgG Anti-Chikungunya nos doadores de
sangue de acordo com o aumento do nimero de casos notificados;

e Demonstrar a relevancia da implementagcdo de testes IgM e IgG Anti-

Chikungunya em bancos de sangue;

JUSTIFICATIVA

Todas as doacdes de sangue sdo submetidas a alguns testes laboratoriais em
busca de determinados patégenos que podem ser transmitidos pela transfuséo
sanguinea visando garantir seguranca para o paciente transfundido. A Chikungunya
nao é uma das doencas que sao testadas na triagem sanguinea. Considerando que

a infeccéo pelo virus Chikungunya pode permanecer assintomatica e que a doacao
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podera ocorrer em um periodo onde o doador pode apresentar alta carga viral, €
importante a realizacdo de testes que visam garantir uma maior qualidade do
sangue gue esta sendo transfundido tanto para pacientes imunocompetentes, mas,
sobretudo para receptores imunocomprometidos e possuem maior chance de
desenvolvimento dos sintomas relacionados a infec¢do por esse virus. A pesquisa
de IgM e IgG anti-Chikungunya nos permitirqd avaliar a circulagdo desse virus em
individuos que se apresentam como voluntarios para a doacdo de sangue,
fornecendo informacgfes importantes para o desenvolvimento de estratégias de

prevencao, se necessario.
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ARTIGO
Titulo: Avaliacdo da soroprevaléncia de chikungunya em doadores de sangue do

Distrito Federal

ABSTRACT: Chikungunya is an arbovirus that has as main vectors the mosquitoes
Aedes aegypti and Aedes Albopictus. The disease can present an asymptomatic
clinical picture in about 3 to 28% of the affected ones and these can be candidates
for blood donation. Then, the infected donors could transmit the Chikungunya virus
through the transfusion, leading to serious risks to the recipient, mainly in
immunocompromised individuals. Here, we evaluated 450 blood donors from the
Hemocentro de Brasilia Foundation in a period launched by the beginning of a peak
of infections by arboviruses (Dengue, Zika and Chikungunya) in the Federal District,
according to the Dengue Epidemiological Bulletin, from Secretariat of Health of the
Federal District. The test performed for the serological investigation of IgM and 1gG
anti Chikungunya was the immunoenzymatic test ELISA. The search for IgM and IgG
anti-Chikungunya obtained as a result a real prevalence of 1.111% (5/450) and
0.889% (4/450) respectively. Despite the low prevalence, it is important to introduce
donor screening protocols in times of outbreak, avoiding the risk of infection for the
transfused patient.

RESUMO: A Chikungunya € uma arbovirose que tem como principais vetores o0s
mosquitos Aedes aegypti e o Aedes Albopictus. A doenca pode apresentar um
quadro clinico assintomatico em cerca de 3 a 28% dos acometidos. Assim, estes
doadores podem transmitir o virus Chikungunya pela transfusdo podendo causar
sérios riscos ao paciente transfundido, principalmente em individuos

imunocomprometidos. Foram analisadas 450 amostras de doadores de sangue da
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Fundacdo Hemocentro de Brasilia em um periodo caracterizado pelo inicio de um
pico de infecc¢des por arboviroses (Dengue, Zika e Chikungunya) no Distrito Federal,
de acordo com o Informativo Epidemiolégico de Dengue do DF, fornecido pela
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal. O teste realizado para pesquisa
sorolégica de IgM e IgG anti-Chikungunya foi o ensaio imunoenzimatico ELISA. A
pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-Chikungunya obteve como resultado uma
prevaléncia real de 1,111% (5/450) e 0,889% (4/450) respectivamente. Apesar da
baixa prevaléncia, € importante a introducéo de protocolos de triagens dos doadores

em épocas de surto evitando o risco de infec¢éo para paciente transfundido.

INTRODUCAO

A Chikungunya tem como agente etiolégico o virus Chikungunya (CHIKV). Foi
isolado pela primeira em uma cidade chamada Newala na Tanzania, em 1953, de
um paciente com um quadro sintomatico de febre e artralgia. O virus é pertencente
ao género Alphavirus da familia Togaviridae. O nome Chikungunya advém de uma
palavra em Makonde, que significa “aqueles que se dobram”, remetendo a postura
encurvada dos pacientes devido a intensa artralgia. Estudos de analises
filogenéticas possibilitaram a identificacdo de quatro genoétipos de CHIKV:
Asia/Caribe (CA), Africa Ocidental (WA), Leste/Central/Sul-africana (ECSA) e
Linhagem do Oceano indico (IOL) (MOIZEIS et al., 2018).

O virus Chikungunya é um virus RNA positivo de fita simples. Possui
envelope viral com uma composicdo semelhante a bicamada lipidica da membrana
da célula do hospedeiro onde ficam ancoradas as glicoproteinas virais E1 e E2. Seu
genoma contém duas janelas de leitura aberta (ORFs) separadas por juncao nao
codificante (SILVA; DERMODY, 2017). O virus CHIKV possui cinco proteinas
estruturais: E1, E2, E3, C (proteina do capsideo), 6K e quatro proteinas nao
estruturais: 1 (nsP1), 2 (nsP2), 3 (nsP3) e 4 (nsP4) (MASCARENHAS et al., 2018).

Os vetores responsaveis pela transmissdo da Chikungunya sdo o Aedes
aegypti e o Aedes Albopictus que estdo distribuidos pelas Américas viabilizando a
disseminacdo do virus. Apés 0 mosquito adquirir o virus, ocorre um periodo de
encubacdo com duracdo média de dez dias tornando possivel a transmissdo para

um hospedeiro susceptivel. O individuo picado pelo mosquito infectado comeca a
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apresentar sintomas ap6s um periodo de encubacéo de trés a sete dias. No entanto,
foi demonstrado através de analises sorologicas que um percentual de 3% a 28%
dos pacientes infectados ndo desenvolve sintomatologia (BRASIL, 2014).

Os sintomas mais comuns da Chikungunya incluem febre alta, dores
articulares e musculares fortes, dor de cabeca e fotofobia. Sintomas graves
envolvendo o6rgaos vitais podem se desenvolver durante a infecgdo por CHIKV
(HARAPAN et al., 2019). Em relacdo a resposta imune, as células endoteliais e
epiteliais, fibroblastos primarios e macrofagos derivados de mondcitos estdo mais
susceptiveis a infeccdo e replicacéo viral. Quando ocorre a infecgéo, o virus CHIKV
induz a resposta inicial estimulando de maneira indireta a produgéo de interferon do
tipo | (IFN) através da ativacdo de células ndo hematopoiéticas, dentre elas,
principalmente os fibroblastos, numa tentativa de remover o virus do hospedeiro
(GANESAN; DUAN; REID, 2017). Apos o inicio da doenca, os anticorpos IgM anti-
Chikungunya podem ser detectados em poucos dias, até a segunda semana da
doenca, coincidindo com um aumento de IgG anti-Chikungunya durante a fase tardia
da infec¢do aguda e permanecendo na fase crénica (FOX; DIAMOND, 2017).

Para fins de diagnostico de Chikungunya sao realizados os testes
laboratoriais: isolamento do virus, reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
sorologia. O ensaio soroldgico que é feito, € o enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), onde se busca a avaliar se ha presenca de imunoglobulina M (IgM) e
imunoglobulina G (IgG). A utlizacdo de métodos que detectem IgM anti-
Chikungunya é muito vantajosa visto que sua producdo ocorre dias apds o inicio dos
sintomas. O aparecimento de IgG é mais tardio durante a infeccdo, menos
especifico que IgM e se mantém detectavel por bastante tempo depois do
desaparecimento de IgM da amostra de sangue do paciente (BRASIL, 2014).

No processo de transfusdo sanguinea € passivel de ocorrer transmisséo de
agentes infectocontagiosos para o receptor. Para garantir que haja seguranca dos
produtos sanguineos, € imprescindivel que sejam seguidos protocolos que
desenvolvam qualidade nas transfusdes de sangue. Testes de triagem laboratorial
minimizam a chance de ocorréncia de transmissdo de doencas via transfusao
devendo possuir alta sensibilidade e, se possivel, alta especificidade oferecendo

seguranca para a triagem (CARRAZZONE, 2004). Os pacientes portadores de
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CHIKV assintométicos representam um risco para a garantia da seguranca em
doacgbes de sangue, visto que nao sao realizados testes de triagem que avaliem o
perfil sorolégico de Chikungunya em doadores, diante disso, € objetivo desta
pesquisa realizar a analise de amostras do soro de doadores da Fundacéo
Hemocentro de Brasilia avaliando a presenca de IgM e IgG anti-Chikungunya
buscando demonstrar a relevancia de se implementar protocolos que incluam esse
tipo de avaliacdo sorolégica de Chikungunya em bancos de sangue promovendo

uma maior seguranca transfusional para o receptor.

METODOLOGIA

Analise dos dados de notificagdo de casos de Chikungunya

O periodo de estudo foi determinado a partir da andlise dos dados de
notificacdo de casos de Chikungunya do periodo de janeiro de 2018 a outubro de
2019. Os dados foram coletados dos Informativos Epidemiolégicos de Dengue,
Chikungunya e Zika da Secretaria do Estado de Saude do Distrito Federal que
utilizam dados do SINAN (Sistema de Informagcdo de Agravos de Notificacao).

Assim, o periodo em que ocorreu um numero aumentado de casos foi escolhido.

Célculo amostral

No intervalo de tempo selecionado para analise houveram 13.710 doacdes
voluntarias na  Fundagdo Hemocentro de Brasilia. A calculadora
https://pt.surveymonkey.com/mp/sample-size-calculator/ foi utilizada para fazer o
calculo amostral. Como parametros, adotou-se um intervalo de confianca de 95% e

uma margem de erro de 5%.

Coleta das amostras

Foram obtidas 450 amostras de soro dos pacientes doadores de sangue da
fundacdo Hemocentro de Brasilia. As amostras originam-se do banco de
retrovigilancia onde é determinado pela RDC n° 34, de 11 de junho de 2014 que
permanecam guardadas por um periodo minimo de seis meses, apds esse tempo,

as amostras podem ser descartadas. No periodo de descarte foram adquiridas as
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amostras de soro que foram selecionadas para andlise. O presente estudo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres humanos (protocolo CAAE:
62718016.0.3001.5440)

Ensaio imunoenzimético (ELISA)

Para a analise soroldgica das amostras de soro utilizou-se o kit da Euroimmun
Anti-Chikungunya Virus ELISA (IgG) de lote n® E170206CE para a deteccéo de IgG
e Anti-Virus Chikungunya ELISA (IgM) de lote n® E151119BN para deteccao de IgM.
As instrucdes e especificacfes dos testes foram todas cumpridas. Para quantificar a
absorbancia dos testes, foi realizada a leitura em um comprimento de onda de 450 a
620nm. O aparelho espectrofotometro para a leitura de ELISA utilizado foi o DR-
200BS-NM-BI do fabricante Kasuaki. As amostras com resultado sugestivo de erro

serao analisadas novamente.

Calculo de prevaléncia e prevaléncia real estimada

A ferramenta online http://www.winepi.net foi utilizada para calcular a
prevaléncia de anti-Chikungunya IgG encontrada em nosso estudo. Como a
sensibilidade e especificidade do método sdo de 100% para esse marcador,
calculamos também a prevaléncia real, considerando o numero total de doacfes de
sangue obtidas no periodo estudado (13.710 doadores de sangue). Para o marcador
anti-Chikungunya IgM a mesma ferramenta foi utilizada para calcular a prevaléncia e
a prevaléncia real estimada considerando o numero total de doacdes de sangue
obtidas no periodo estudado (13.710 doadores de sangue). Para isso, levamos em
consideracdo uma especificidade de 99,67% e uma sensibilidade de 96,23% para 0s
testes de anti-Chikungunya IgM, de acordo com informacdes do kit. Para todos os

calculos foi considerado um intervalo de confianca de 95%.
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RESULTADOS

As amostras analisadas basearam-se nos dados dos Informativos
Epidemiolégicos de Dengue, Chikungunya e Zika da Secretaria do Estado de Saude
do Distrito Federal, durante os anos de 2018 a 2019. As amostras de soro testadas
compreenderam o periodo de Janeiro de 2019 a Margco de 2019 onde configura o

inicio do pico de infec¢des por Dengue, Chikungunya e Zika no Distrito Federal.
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Figura 1. Namero de casos provaveis de Chikungunya. O numero de casos provaveis de Chikungunya foi baseado no Informativo
Epidemiologico de Dengue, Chikungunya e Zika da Secretaria do Estado de Saude do Distrito Federal, durante os anos de 2015 a
2019. A caixa amarela representa o periodo onde foram coletadas as amostras e realizada pesquisa sorologica.
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O numero de doacdes do periodo
compreendido entre Janeiro de 2019 e Marco
de 2019 foi 13.710

Calculo
amostral

Para que os resultados sejam representativos
0 numero de amostras testadas deve ser 374

Coleta de
amostras

Foram testadas 450 amostras para sorologia
de IgM e IgG anti-Chikungunya

Prevaléncia encontrada e célculo da
prevaléncia real estimada

Figura 2. Estratégia experimental. ApGs identificacdo do periodo com maior
namero de casos notificados de Chikungunya, foi realizado o calculo amostral,
a coleta das amostras, a deteccao e determinacdo da prevaléncia de IgM e IgG
anti-Chikungunya.
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O célculo estimou um total de 374 amostras a serem testadas para
obtencdo de resultados representativos. Optou-se por testar 450 amostras.
Foram testadas 256 amostras de soro do sexo masculino (56,8%) e 194
amostras de soro sexo feminino (43,1%).

A prevaléncia real de IgG anti-Chikungunya na populacdo estudada foi
de 0,889% (4/450). Considerando a especificidade e sensibilidade do teste de
IgG, e caso todos os doadores fossem testados, a prevaléncia estaria entre
0,036% e 1,742% (IC 95%).

Para IgM anti-Chikungunya, foi encontrada uma prevaléncia aparente de
1,111% (5/450), podendo variar de 0,159% a 2,06% (IC 95%). Considerando a
especificidade e sensibilidade do teste de IgM utilizado e caso todos os
doadores fossem testados, a prevaléncia real seria de 0,815%, podendo este
resultado variar de 0,000% a 1,631% (IC 95%) (Tabela 1).

Tabela 1. Dados demograficos e prevaléncia IgG e IgM anti-Chikungunya

Homens | Mulheres | Total Prevaléncia real
estimada
(IC: 95%)**
N 256 194 450 | e
(56,8%) | (43,16%) (100%)
Média de 33,33 30,33 3436 | -
idade (+-10,2) (+-9,3) (+- 10,1)
(+- DP)
IgM+ 2 3 5 0,815%
(0,78%) (1,54%) | (1,111%)* (0,000% - 1,631%)
IgG+ 2 2 4 0,889%
(0,78%) (1,03%) | (0,889%)* (0,036% -1,742%)

DP: Desvio Padréo; IC: intervalo de confianca.

*Prevaléncia aparente encontrada neste estudo.

** Prevaléncia esperada considerando 13.710 doadores de sangue.
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DISCUSSAO

De acordo com os dados dos Informativos Epidemiolégicos de Dengue,
Chikungunya e Zika da Secretaria do Estado de Saude do Distrito Federal, nos
meses iniciais dos anos de 2015 a 2019 ocorreram surtos dessas arboviroses
na regido. A partir da analise dessas informacdes, optou-se por realizar a
pesquisa sorologica nos meses onde se inicia 0 surto buscando avaliar o
aparecimento de IgM e IgG anti-Chikungunya nos doadores de sangue de

acordo com o aumento do nimero de casos notificados.

Foi obtido como resultado da pesquisa sorologica IgG e IgM anti-
Chikungunya uma prevaléncia real de 0,889% (4/450) para IgG e de 1,111%
(5/450) para IgM. Outros estudos realizados em doadores de sangue mostram
prevaléncia baixa como encontrada em nosso estudo. Um estudo realizado no
Amapa ao analisar soro de doadores de sangue constatou uma
soropositividade para IgG anti-Chikungunya de 0,2% (SLAVOV et al., 2018).
Em uma pesquisa realizada em Porto Rico, em 2014, foram coletadas
amostras de doadores de sangue durante e apds uma epidemia de
Chikungunya evidenciando a presenca de IgM e IgG anti-Chikungunya em
amostras de soro dos doadores. (SIMMONS et al., 2016). Foi determinada uma
prevaléncia de 0,033% de CHIKV (IC 95%) na populacdo doadora analisada
em um estudo realizado na Tailandia, podendo variar de 0,004 a 0,120%.
(STANLEY et al.,, 2020). A literatura relata varios casos de pacientes com
sorologia positiva 1gG e IgM para Chikungunya e embora a prevaléncia seja
baixa ainda assim representa um risco, afinal o receptor da doacdo pode ser

um imunocomprometido e vir a desenvolver uma forma grave da doenca.

Por outro lado, ha estudos que apresentam prevaléncia maior de 1gG em
doadores de sangue. Uma pesquisa realizada em Myanmar em 2019 durante
um surto de Chikungunya apresentou como resultado uma soropositividade
27,0% (IC 95%: 23,2% - 31,1%) de IgG e 2,8% de IgM (IC 95%: 1,7% - 4,6%)
em uma populacdo de 500 doadores e foi constatado que nenhum dos 16
pacientes (3,2%, IC 95%: 2,0% - 5,1%) que estavam com a infeccéo
apresentaram sintomas demonstrando que apenas questionamentos sobre

historico de infeccbes ndo € suficiente para impedir a transmissdo via
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transfusdo sanguinea. (KYAW et al., 2020). Essa maior prevaléncia pode ser
resultado da somatoria de diferentes surtos, o que leva a maior exposicao da
populacdo ao virus e consequentemente maior prevaléncia de 1gG.

Com base nos dados de Appassakij et al. (2016) estimou-se que para
uma populacédo de 47% assintomaticos, a triagem para possiveis doadores em
risco de infeccao seria 83,2% (IC 95%: 65,3% - 100,0%) eficaz na reducéo do
potencial de risco na transfusdo. A estratégia de observar apenas 0s sintomas
da Chikungunya como triagem também foi calculada prevendo ser apenas
52,5% (IC 95%: 38,3% - 66,7%) eficaz.

Existem fatores que determinam o impacto do CHIKV nas transfusdes
sanguineas como a prevaléncia de viremia entre os doadores, o impacto clinico
nos receptores do sangue doado, a disponibilidade de medidas que busquem
diminuir o risco de transmissao por transfusdo quando necesséario e o custo
dessas medidas. (PETERSEN; EPSTEIN, 2014). Considerando que ndo ha
uma triagem para Chikungunya e as demais arboviroses para ser um doador
sanguineo e que individuos podem portar um quadro assintomatico, devem-se
buscar formas de triagem desses doadores procurando evitar uma possivel
infeccdo através da transfusdo sanguinea que confere um risco para quem

recebe a doacdo.

A triagem sorolégica deve contar com testes que fornecam alta
sensibilidade e, se possivel, alta especificidade. O método Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) é o mais utilizado nos servicos hemoterapicos
por promover uma boa reprodutibilidade, € facilmente executado e ha a
possibilidade de automacdo (CARRAZZONE, 2004). Para a implementacéo de
protocolos de triagem de Chikungunya em hemocentros, o ELISA caracteriza
uma boa alternativa por suas caracteristicas de alta sensibilidade e
especificidade.

A seguranca transfusional é imprescindivel quando se fala de doacédo
sanguinea e para isso, a triagem de arboviroses nos hemocentros em periodos
onde ha um grande aumento do numero de notificacfes de infec¢bes, se torna
uma ferramenta que pode garantir essa seguranca. Tanto o paciente quanto os

profissionais de saude devem ser orientados de forma a ndo omitir informacdes
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gue venham a ser relevantes no processo de doacao garantindo que o receptor

final dos hemocomponentes esteja seguro diante de possiveis infecg¢des.

CONCLUSAO

Embora a soroprevaléncia de CHIKV nos doadores de sangue seja
baixa, é importante a implementacdo de triagem para Chikungunya em
hemocentros considerando que estudos mostram que cerca de 3 a 28% dos
individuos podem ser assintomaticos corroborando com o risco da transmissao
da doenca via transfusdo sanguinea o que pode ser extremamente prejudicial
para o receptor. O ELISA configura uma alternativa de teste para essa triagem
em épocas com um grande aumento do numero de infeccdes em regides

endémicas, por ser sensivel, especifico e facilmente executado.
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ANEXO |
NORMAS DO PERIODICO

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML),
continuacdo do Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral
(fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro), é o 6rgdo 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 que contribuam para o
desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes
categorias: artigos originais, de revisao, de atualizacéo, 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.
ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido sera enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na
area contemplada pelo artigo. Apos andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do
JBPML entrard 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

S&o contribuicbes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original

gue possam ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua
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estrutura formal deve seguir o esquema de apresentacdo do texto para esse
tipo de artigo: Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discusséo,
Conclusdes e Referéncias Bibliogréficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussao.
ImplicacBes clinicas e limitacdes do estudo devem ser claramente apontadas.
Sugere-se o0 detalhamento do tépico 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: Introducao,
Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusbes 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.
Comunicacdes breves

S&o relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos
preliminares com achados sugestivos que garantam uma investigacdo mais
definitiva; 2) estudos de replicacdo; e 3) estudos negativos de topicos
importantes. Esses artigos devem ter até 1.500 palavras, incluir resumo ndo
estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura, além das referéncias
bibliograficas.

Artigos de revisao
Serdo aceitos apenas mediante convite.

Avaliagbes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado
assunto, devem incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacao do
texto, com excecdo de Introducdo, 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

Sao trabalhos de observagbes clinico laboratoriais originais,

acompanhados de andlise e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A
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estrutura deve apresentar, no minimo, 0s seguintes topicos: Introducéao,
Relato(s) dos(s) caso(s) e Discusséo. Incluir um resumo néo 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 méaximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou

figuras), serao consideradas se estiver explicita a frase “para publicagéo”.
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 deverdo 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 € de
responsabilidade dos autores. Comunicacfes pessoais, trabalhos inéditos ou
em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente necessarios, mas
ndo 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 s6 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.



37

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 periodicos (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 periodico 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:
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 eletrénico
Séo Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo
0o meio ambiente. Sado 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 dissertacao

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

. CitacoOes 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 devem conter o sobrenome do autor seguido da expresséao 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 gréficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de
apresentacdo tabular estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e
publicadas pela Fundacao 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 producdo. Os gréaficos
deverdo vir preparados em programa processador de graficos. Deverdo ser
indicados os locais aproximados no texto onde as ilustragcbes serdo

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

resolucéo de no minimo 300 dpi.

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

da submissao do manuscrito.

AbreviagcOes e nomes de medicamentos
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As abreviacdes devem ser indicadas no texto no momento de sua
primeira utilizagdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a

fonte de componentes néo disponiveis para prescricao.

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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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:

Versdo: 1

CAAE: 62718016.0.0000.5553

Instituigdo Proponente: FUNDAGAO HEMOCENTRO DE BRASILIA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.896.770

Apresentagédo 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, séo transmitidas por vetores mosquitos dos géneros Aedes
spp., Culex spp. e Haemagogus spp., com a excegdo do HEV que é transmitido por via fecal-oral, do B19V
que é transmitido por secregéo oral e verticalmente, e 0 PARV4 que possuem transmissdo parenteral e
vertical. Todos estes virus tém grande importancia para a salde pUblica, devido seu potencial epidémico,
caracteristicas hemorragicas da infecgdo, neuroviruléncia, tropismo hepético, 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 ameaga 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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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 Fundagdo 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;

- ldentificar a origem, classificagéo e as relagdes filogenéticas dos virus detectados por meio da
genotipagem e andlise filogenética.

Avaliacdo 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 infecgdes
assintomaticas e autolimitadas (virus s&o eliminados do organismo pelo préprio 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 populacéo estudada. Os
antecedentes cientificos que justificam a pesquisa foram apresentados.

Comentarios e Consideragdes 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 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. Serédo excluidos doadores com sorologia positiva para os
patégenos 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
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mistura de 50 amostras, extragdo de material genético DNA e RNA viral. Para a analise molecular dos virus
de RNA, serd sintetizado o DNA complementar a partir do material genético total extraido e quantificado,
reagéo de transcricdo reversa e o DNA complementar estocado. Posteriormente, a identificagcdo dos
membros de cada género e andlise filogenética.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacgéo obrigatéria:

Folha de rosto: Apresentado. Documento assinado pelo Diretor Executivo da Fundagao 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 Incluséo e Exclusado: Definidos.

Recomendacgdes:

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 deverédo ser
utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo, que sé podera iniciar apbs aprovagéo
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 Inadequagdes:

- Projeto Aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem I Autor I Situagao |
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Informagdes 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

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