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BERBIGIER, L. F. F. Deteccéo e avaliacdo de anticorpos para Leishmania
spp. em doadores de sangue de Hemonucleo de area endémica para a
leishmaniose visceral no Estado da Paraiba, Brasil. 2021, 65f. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual
Paulista, 2021.

RESUMO

Em funcgéo do risco de transmissao da leishmaniose visceral (LV) por meio de
transfusdo sanguinea, particularmente em areas endémicas para a doencga, e
pelo fato de a doenca ndo se encontrar listada naquelas pesquisadas antes da
doacdo de componentes sanguineos, no presente o objetivo foi pesquisar a
presenca de anticorpos para Leishmania spp., pela técnica de ELISA, em
doadores de sangue de um Hemonucleo situado em area endémica para LV no
Nordeste do Brasil. Entre os 300 individuos avaliados, 145 (48,33%) foram
considerados infectados por Leishmania spp. Destes, 99 (68,27%) eram do sexo
masculino,46 (31,729%) do sexo feminino, 11 (7,58%) possuiam entre 18 e 19
anos, 130 (89,65%) entre 20 e 59 anos e 4(2,75%) tinham mais de 60 anos.
Quanto a area de residéncia, 108 (74,48%) eram provenientes da zona urbana
e 37 (25,51%) da rural. Assim, ndo foi observada associacéo estatisticamente
significante entre a presenca de anticorpos para Leishmania spp. e 0 sexo
(p=0,61), faixa etaria (p= 0,82) ou local de residéncia (p= 0,85). A analise destes
dados ndo permitiu confirmar a ocorréncia de transmisséo transfusional de LV,
uma vez que a simples sorologia positiva ndo implica a presenca das leishmanias
vidveis no sangue periférico. Porém, também néo é possivel anular este risco
potencial. Testes de rotina devem ser implementados nos hemocentros, para
excluir doadores soropositivos para Leishmania spp., aumentando a seguranca
dos pacientes que recebem este sangue.

Palavras-chave: Leishmania infantum. Transfusdo de sangue. Sorologia.
ELISA.



BERBIGIER, L. F. F. Detection and evaluation of serum levels of antibodies
to Leishmania ssp. in blood donors from Hemonucleo in an endemic area
for visceral leishmaniasis in the State of Paraiba, Brazil 2020, 64f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Estadual Paulista, 2020.

ABSTRACT

Due to the risk of transmission of visceral leishmaniasis (VL) through blood
transfusion, particularly in areas endemic for the disease, and because the
disease was not listed in those surveyed before the donation of blood
components, the present study had the aim to investigate the presence of anti-
Leishmania spp. antibodies, using the ELISA technique, in blood donors from a
blood center located in an endemic area for VL in Northeast Brazil. Of the 300
individuals evaluated, 145 (48.33%) were considered infected by Leishmania
spp. Of these,99(68.27%) were male,46(31,72%) female, 11(7.58%) were
between 18 and 19 years old, 130(89.65%) were between 20 and 59 years old
and 4 (2.75%) were over 60 years old. As for the area of residence, 108(74.48%)
came from urban areas and 37(25.51%) from rural areas. There was no
statistically significant association between the presence of anti-Leishmania spp.
antibodies and sex (p = 0.61), age group (p = 0.82) or place of residence (p =
0.85). These data did not allow confirming the occurrence of LV transfusion
transmission, since simple positive serology does not imply the presence of viable
leishmanias in peripheral blood. However, it is also not possible to rule out this
potential risk. Routine tests should be implemented in blood centers to exclude
seropositive donors for Leishmania spp., increasing the safety of patients
receiving blood.

Keywords: Leishmania infantum. Blood transfusion. Serology. ELISA.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose visceral (LV) € uma antropozoonose de importancia clinica
e epidemiolégica comprovadas no contexto da saude publica no Brasil, cuja
incidéncia elevou-se de maneira expressiva nas Ultimas décadas, devido a
crescente urbanizacdo e busca humana por recursos naturais, modificando,
portanto, a estabilidade dos habitats de diversas espécies silvestres, dentre as
quais estao as que compdem o circuito de transmissibilidade do referido agravo
(BRASIL, 2006). Diante desse contexto, a LV apresenta carater endémico em
mais de 90 paises do mundo, considerada como uma das doencas tropicais
prioritarias, pela Organizacdo Mundial de Saude?.

No Brasil, a condicdo acomete populacédo de todos os grupos etarios, no
entanto criangas menores de 10 anos, idosos, imunossuprimidos, e outras
condicGes estdo mais suscetiveis a infeccao, fato que se atribui a imunidade
celular e/ou a maior exposicdo das mesmas aos vetores. Quanto ao espectro
clinico, este pode variar desde as formas assintomaticos que correspondem a
maioria, as oligossintomaticas, podendo evoluir a obito, resultado das formas
refratarias e mais graves do agravo, quando nao identificadas e tratadas em
tempo habil3.

Quando presentes, as manifestacdes clinicas consistem em febre
duradoura, hepatomegalia, esplenomegalia, hipergamaglobulinemia, que pode
evoluir para pancitopenia e, consequentemente, ocasionar quadros
hemorragicos!.

A maior parte dos sintomas decorre da intensa proliferacdo celular e
diferenciacdo plasmocitaria do sistema fagocitico mononuclear. Alguns
determinantes estao diretamente ligados ao desenvolvimento da doenca, como
por exemplo: grau de viruléncia das cepas, potencial de resisténcia do
hospedeiro e a carga de formas infectantes que foi inoculada. Além desses, outro
fator que aumenta a complexibilidade da transmisséo da Leishmania é o periodo
de incubacdo bastante variavel, que oscila entre 10 dias e 24 meses, no
homem?4,

Ainda que a forma mais prevalente de transmissdo da Leishmania seja

através da picada das fémeas de flebotomineos, existem casos reportados na
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literatura que apontam para outras vias que possibilitam a transmissibilidade do
parasito, como € o caso do transplante de 6rgéos, a via transplacentaria e a
transfusional. Esta ultima possibilidade é sustentada, do ponto de vista tedrico,
além disso, a elevada incidéncia da parasitose em pacientes com o virus da
imunodeficiéncia adquirida/sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/SIDA)
e entre usuarios de drogas endovenosas corrobora este tipo de transmissao®.

O risco da transmissdo inadvertida da LV por via transfusional é
preocupante, justamente devido ndo haver uma triagem sorolégica obrigatéria
para a doacdo e, ao fato do doador apresentar uma fase que pode ser
assintomatica e ndo gerar suspeita quanto a infeccdo. Afora isto, 0os casos
confirmados ratificam que o0 processamento e a conservagao rotineira dos
hemocomponentes, nos hemocentros, ndo séo suficientemente eficazes na

eliminacdo deste patégeno®.

1.1 Consideracdes Gerais

As leishmanioses sao doencas infecciosas causadas por diferentes
espécies de protozoarios intracelulares obrigatérios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania, transmitidos
por flebotomineos do género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo
Mundo que infectam o cdo e uma ampla variedade de vertebrados, incluindo o
homem®’. As espécies de Leishmania pertencem a dois subgéneros, Viannia e
Leishmania®. Neste Ultimo encontram-se a leishmanias do complexo Leishmania
donovani, agentes etioldgicos da LV. A Leishmania donovani € o agente
causador da LV na Africa e Asia, a Leishmania infantum na Africa, Asia e Europa
e a Leishmania infantum (syn chagasi) nas Américas®%11, Estima-se que ha 360
milhdes de pessoas em risco de contrair a infec¢do, com incidéncia de 2 milhdes
de novos casos a cada ano'?. Os dados séo considerados subnotificados, haja
vista que dos 98 paises considerados endémicos, apenas 33 adotam 0 agravo
como sendo de notificacdo compulsoria.

A LV é a forma mais grave da doenca, também conhecida como Calazar,
€ uma antropozoonose negligenciada com larga distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais do planeta, de importancia clinica em paises da Ameérica

Central e do Sul, Africa, Asia e Europa'?13, Em areas endémicas, o diagnostico
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da infeccdo, mesmo na presenca de quadro clinico, tem sido considerado um
grande desafio pela falta de estrutura do sistema de saude. Apesar de, no Brasil,
ser considerada uma doenca de notificacdo compulsoéria (CID-B55), a maioria
dos casos e o6bitos ndo séo notificados. Desta forma, ocorre subnotificacdo da
doenca, fazendo com que o nimero de casos notificados de LV seja inferior ao
namero real de individuos infectados, repercutindo na reducdo das taxas de
incidéncia, morbidade e mortalidade, o que prejudica a priorizacdo de medidas
de controle!4,

Nas Américas os casos de LV em humanos foram descritos desde o
México até a Argentina, em 12 paises, sendo reportados 63.331 casos novos
humanos de LV no periodo de 2001 a 2018, resultando em uma média anual de
3.518 casos. No ano de 2019, do total de casos relatados, 97% (3.446) sé&o
provenientes do Brasil'®. No Brasil, a LV encontrava-se inicialmente concentrada
em areas rurais pobres no Nordeste do pais. Entretanto, desde a década de 1980
as epidemias ocorreram nas grandes cidades, e os relatos de cdes e humanos
infectados se estenderam gradualmente para o Sudeste, Centro-Oeste e Sul do
paiste.

Atualmente a LV foi identificada em 26 dos 27 Estados do Brasil. Foram
reportados 36.361 casos confirmados no periodo de 2010 a 2019, registrando
uma taxa de incidéncia que variou de 1,52 a 1,97. Apenas na regidao Nordeste
do pais no periodo de 2010 a 2019 a soma do numero de casos de LV (19.913)
foi superior a de todas as outras regioes (16.448). Desde o ano de 2010 a regido
Nordeste é responsavel por 54,76% dos casos humanos de LV no Brasil, com
uma média de 1.991,3 casos de 2010 a 2019,

Dos 223 municipios do Estado da Paraiba,127 (57%) registraram casos
de LV no periodo de 2014 a 2018, sendo que 55% dos casos ocorreram em area
urbana. No periodo de 2010 a 2019 foram notificados 619 casos, com 260
confirmados (42%), perfazendo uma média anual de 52 casos. Embora a
letalidade da doenga no ano de 2010 tenha atingido os mais elevados valores da
regido Nordeste, com uma taxa de 20,8%, a letalidade média da doenca de 2010
a 2019 foi de 10% e o coeficiente de incidéncia variou de 1,2 a 1,6 por 100.000
habitantes. No mesmo periodo, foram identificados 46 casos de coinfeccdo com
o HIV dentre as notificagOes registradas. A faixa etaria mais acometida foi a de

criangas menores de 9 anos correspondendo a 43,5% dos casos, e 0 Sexo
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masculino representou mais da metade dos casos, correspondendo a 62,3% dos
individuos acometidos?8.

No passado a LV era descrita como uma doenca de ambientes silvestres
ou rurais. Entretanto, nas ultimas décadas ocorreu uma transicdo para
ambientes urbanos devido a transformacdes ambientais provocadas pelo
desmatamento, estabelecimento de assentamentos rurais, industrializacdo e
construcdo de rodovias, gasoduto Bolivia-Brasil, barragens e usinas
hidrelétricas, pelo intenso processo migratorio e pela crescente urbanizagcdo. As
rotas ajudam a evidenciar os fatores de risco para a dispersao de L. infantum,
incluindo a falta de politicas conjuntas com os paises vizinhos ao Brasil.

Todos esses fatores acabaram levando a uma adaptacdo dos
reservatérios silvestres e dos flebotomineos aos novos ambientes, levando a
uma expansao das areas endémicas, com 0 aparecimento de novos focos da
doenca em muitos municipios?®?021.1L16 = A migracdo concomitante de cées
domeésticos infectados, a pobreza e a falta de saneamento basico e as medidas
pouco eficazes de controle da doenca e dos vetores também sdo fatores
importantes na disseminacédo da doenca?’.

As leishmanias apresentam duas formas; uma aflagelada ou amastigota,
intracelular obrigatoria, encontrada nas células do sistema fagocitico
mononuclear dos hospedeiros vertebrados e, outra, flagelada ou promastigota,
encontrada no tubo digestério dos insetos vetores. Estes sédo flebotomineos,
conhecidos popularmente no Brasil como mosquito palha ou birigui, pertencem
a varias espécies do género Lutzomyia, sendo a Lutzomyia longipalpis o mais
importante vetor da LV no Brasil??2. Durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado infectado o flebotomineo ingere macréfagos parasitados
por formas amastigotas de Leishmania sp., as quais sofrem divisdo binaria,
multiplicacéo e diferenciacdo em formas paramastigotas. Estas colonizam o tubo
digestorio do vetor e diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas, que
sdo as formas infectantes. O ciclo biol6gico completa-se com a picada do
flebétomo infectado e inoculacdo de formas promastigotas do parasito em um
novo hospedeiro vertebrado, as quais diferenciam-se em formas amastigotas no
interior de macrofagos. Ocorre entdo a disseminacao linfatica para outros tecidos

ricos em células do sistema mononuclear fagocitario?%23,
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Outros mecanismos de transmisséo da LV foram identificados, entre eles
a via transplacentaria, o transplante de érgédos, a transfusdo de sangue?*2526,
além de agulhas de injecdo e infec¢cBes adquiridas por acidentes em
laboratério®627.28, Em relacdo a via transfusional, diversos estudos tém
demonstrado que ela pode ocorrer principalmente se o doador apresentar
infeccdo ativa. No entanto, doadores assintomaticos também séo capazes de
transmitir a doenca, inclusive em areas ndo endémicas?®?’.

Apbs a Guerra do Golfo, no inicio dos anos 90, varios casos de infec¢ao
por Leishmania spp. foram documentados nos produtos sanguineos dos
soldados provenientes do Iraque?®. Nesta época a OMS vislumbrou a
possibilidade da transmissédo por leishmania via transfusédo de sangue?*. Apesar
de a transmissdo de LV por via transfusional ja ter sido comprovada, a doenca
nao consta no elenco das doengas de investigacao para a doagao de sangue
nos hemocentros do Brasil. Além disso, o fato de haver transmissao por essa via
demonstra que o0 processamento e a conservacdo rotineira dos
hemocomponentes nos hemocentros ndo sao eficazes na eliminagdo deste
patégeno.

A legislacdo brasileira dos servicos de hemoterapia (Resolucdo da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-RDC n° 153 de
2004 - sobre Regulamentos Técnicos para 0s procedimentos soroterapicos)
atualizada pela Portaria N° 1.353 de 13 de junho de 2011, preconiza como rotina
a obrigatoriedade da investigacdo por anamnese e triagem sorolégica dos
doadores de sangue para Hepatite B e C, doenca de Chagas, sifilis, HIV 1 e 2,
HTLV | e Il e malaria em areas endémicas®. Porém, ndo faz referéncia a
pesquisa para LV, ainda que na sua redacao trata de maneira genérica, no item
B 5.2.6, sobre as doencas infecciosas transmissiveis pelo sangue e considera
inaptos permanentes os candidatos a doacéo que ja tiveram histéria de LV 3132,

Embora o potencial de transmissao transfusional e sua relevancia ainda
ndo se encontrem bem esclarecidos®2333428 o risco de transmissdo de
Leishmania spp. por transfusdo sanguinea, baseado na sororeatividade das
amostras de sangue, vem sendo descrito em varias partes do mundo como em
Istambul com indice de 6,40%%, Itdlia com indice variando de 0,76% a 36,40%
conforme a técnica utilizada®®, Bangladesh com soropositividade de 0,3%?%’, llhas

Baleares com taxas de 3,1%°3 e Franca com sororeatividade de 13,45% 3°.
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No Brasil, um estudo realizado no Estado da Bahia constatou que a
soroprevaléncia de anticorpos para Leishmania spp. em doadores do
hemocentro HEMOBA/SESAB era de 5,4% de uma populagdo de 421
doadores®?. Essa prevaléncia aumenta no Ceara para valores de 16%?3*. Na
regido Centro-Oeste do Brasil detectou-se a presenca de sororeatividade para
Leishmania spp. em doadores de sangue em 15,6% das amostras de sangue
avaliadas®®. No Estado do Rio Grande do Norte, foi identificado um indice de
22% em 300 bolsas de doadores de sangue na regido Metropolitana*'. Esses
estudos demonstram a importancia de que, principalmente em areas endémicas,
existe a necessidade de ampliar a base de doencas investigadas na triagem
inicial dos candidatos a doacdo de sangue e hemoderivados, minimizando o
possivel risco de contaminacéo32.

A LV apresenta quadro clinico e evolugdo clinica variados, podendo
apresentar tanto formas assintomaticas quanto uma evolucdo para formas
graves, com altas taxas de letalidade, embora o nimero de individuos expostos
a infeccdo ou infectados em algumas areas é superior a0 numero de casos
detectados*’. Estudo refere que devido ocorrer acometimento sistémico e a
manifestacdo clinica relacionada a sintomatologia comum e outras doencas
infecciosas ou ndo, o diagndstico tardio € um dos fatores que contribuem para o
aumento da letalidade’. Contudo, estudos demonstram que parte da populacédo
de 4reas endémicas permanece assintomatica ou recupera-se
espontaneamente da infecgdo?3:26,

Do ponto de vista didatico e considerando a evolucéo clinica da LV, esta
pode ser dividida em trés periodos: inicial, periodo de estado e final. O periodo
inicial, ou fase aguda da doenca, € caracterizado por febre com duracéo inferior
a quatro semanas, palidez cutaneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. Nessa
fase uma pequena percentagem de individuos pode evoluir para cura
espontanea. O periodo de estado caracteriza-se por febre irregular, geralmente
associada a emagrecimento progressivo, palidez cutaneo-mucosa e
agravamento da hepatoesplenomegalia. Na figura 1, é possivel observar o

disposto na literatura quanto as formas clinicas da LV.
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Figura 1 — Formas e fatores determinantes da leishmaniose visceral.
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As alteracbes clinicas permanecem por mais de dois meses,

Ferramentas
de detecgdo

acompanhadas de comprometimento do estado geral do paciente. Se o individuo
nao for diagnosticado e adequadamente tratado, evoluira para a estagio final,
com febre persistente e comprometimento mais intenso do estado geral. Os
pacientes apresentam desnutricdo, hemorragias (epistaxe, gengivorragia e
petéquias), ictericia e ascite. Nestes pacientes, o Obito geralmente é
determinado por infeccdes bacterianas e/ou sangramentos®??. A gravidade do
guadro clinico pode estar relacionada a viruléncia das cepas infectantes, o
potencial de resisténcia do hospedeiro e a carga parasitaria inoculada. O periodo
de incubacdo no homem é bastante variavel, oscilando entre 10 dias e 24
meses®?2,

Os casos de infeccao por L. infantum que cursam de forma assintomatica
podem representar grande parte da populacéo infectada, e podem apresentar
uma prevaléncia em areas endémicas variando de 0 a 36,4% de acordo com a
técnica utilizada e com o tamanho da populacdo avaliada?##4. Individuos
assintomaticos que passam por processos de imunossupressao, como por
exemplo pacientes HIV-positivos, ocorréncia de doencas neoplasicas, uso de
imunossupressores, agentes citotoxicos e os beneficiarios de transplantes de

orgéos, podem passar a desenvolver a forma clinica da doenca?’?4.
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Por ser uma doenca de notificagdo compulséria e com caracteristicas
clinicas de evolucéo grave, o diagndéstico da LV deve ser feito de forma precisa
e 0 mais precocemente possivel. O diagnostico pode ser realizado por meio de
técnicas soroldgicas, tais como a reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
técnica mais utilizada para o diagnostico da doenca no Brasil, e 0 ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA). A RIFI é considerada positiva em diluicdes a
partir de 1:80. Na presenca de alteracdes clinicas e laboratoriais, um teste
soroldgico reagente reforca o diagndéstico de LV.

Anticorpos para Leishmania spp. desenvolvem-se principalmente durante
a fase aguda da infeccdo e tendem a decrescer e até tornarem-se negativos
apés a resolucdo dos sintomas??. Outra técnica para avaliar o estado
imunolégico de um paciente com suspeita de LV € a intradermorreagdo de
Montenegro (IDRM), ou teste para leishmania. Ao contrario do que ocorre na
leishmaniose tegumentar, a IDRM sempre negativa durante o periodo de
doenca, mas torna-se positiva ap6s a cura clinica, na maioria dos pacientes??.

O diagnostico parasitoldgico que consta da identificacdo de formas
amastigotas em amostras de aspirado esplénico é considerada o teste ouro para
o diagnostico de LV devido a sua elevada especificidade. Além do baco, é
possivel obter amostras de linfonodos, medula 6ssea e figado. Estas, no entanto,
possuem menor sensibilidade quando comparadas a avaliagdo do tecido
esplénico®. A puncédo de medula 6ssea costuma ser a técnica mais utilizada por
ser uma técnica mais segura??.

As técnicas moleculares também sdo uma importante ferramenta no
diagnéstico da LV. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) possui elevada
sensibilidade e especificidade, e possibilita a detec¢cédo de diversas espécies de
Leishmania em diferentes amostras, tais como sangue periférico, medula 6ssea,
aspirado esplénico e de linfonodos*. A PCR em tempo real é a técnica mais
indicada por possuir maior sensibilidade, além de permitir a avaliagdo da carga
parasitaria®’. A sensibilidade e especificidade da PCR podem variar de acordo
com o tecido avaliado*845.

Em muitos estados brasileiros 0s servicos de saude ndo possuem
equipamentos para realizacdo de exames para leishmaniose na sua rotina,
sendo a doenca diagnosticada pela apresentacdo do quadro clinico

principalmente em seu estagio final. No entanto, mesmo em areas endémicas
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onde existem recursos para o diagnostico de LV, a doenca € ainda
subdiagnosticada. Um estudo realizado em area endémica para LV no Estado
de Séo Paulo demonstrou que de 284 pacientes com alteragdes clinicas que
deram entrada em um hospital sem suspeita de LV, 21,1% foram considerados
expostos a Leishmania spp.*°.

Em funcdo do risco de transmissdo da LV por meio de transfuséo
sanguinea, particularmente em areas endémicas para a doenca, 0 presente
estudo teve como objetivo pesquisar a presenca de anticorpos para Leishmania

spp. em doadores de sangue do Hemonucleo de Cajazeiras- PB.
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2 CAPITULO 1 - DETECCAO E AVALIACAO DE NIVEIS SERICOS DE
ANTICORPOS PARA Leishmania ssp. EM DOADORES DE SANGUE DE
HEMONUCLEO DE AREA ENDEMICA PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO
ESTADO DA PARAIBA, BRASIL

2.1 Resumo

Em funcgéo do risco de transmissao da leishmaniose visceral (LV) por meio de
transfusdo sanguinea, particularmente em &areas endémicas para a doenga, e
pelo fato de a doenca ndo se encontrar listada naquelas pesquisadas antes da
doacdo de componentes sanguineos, no presente o objetivo foi pesquisar a
presenca de anticorpos para Leishmania spp., pela técnica de ELISA, em
doadores de sangue de um Hemonucleo situado em area endémica para LV no
Nordeste do Brasil. Entre os 300 individuos avaliados, 145 (48,33%) foram
considerados infectados por Leishmania spp. Destes, 99 (68,27%) eram do sexo
masculino,46 (31,72%) do sexo feminino, 11 (7,58%) possuiam entre 18 e 19
anos, 130 (89,65%) entre 20 e 59 anos e 4(2,75%) tinham mais de 60 anos.
Quanto a area de residéncia, 108 (74,48%) eram provenientes da zona urbana
e 37 (25,51%) da rural. Assim, ndo foi observada associacdo estatisticamente
significante entre a presenca de anticorpos para Leishmania spp. e 0 sexo
(p=0,61), faixa etaria (p=0,82) ou local de residéncia (p= 0,85). A analise destes
dados néo permitiu confirmar a ocorréncia de transmissao transfusional de LV,
uma vez que a simples sorologia positiva ndo implica a presenca das leishmanias
vidveis no sangue periférico. Porém, também néo é possivel anular este risco
potencial. Testes de rotina devem ser implementados nos hemocentros, para
excluir doadores soropositivos para Leishmania spp., aumentando a seguranca

dos pacientes que recebem este sangue.

Palavras-chave: Leishmania infantum. Transfusdo de sangue. Sorologia.
ELISA.
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DETECTION AND EVALUATION OF SERUM LEVELS OF ANTIBODIES TO
Leishmania ssp. IN BLOOD DONORS FROM HEMONUCLEO IN AN
ENDEMIC AREA FOR VISCERAL LEISHMANIASIS IN THE STATE OF
PARAIBA, BRAZIL

2.2 Abstract

Due to the risk of transmission of visceral leishmaniasis (VL) through blood
transfusion, particularly in areas endemic for the disease, and because the
disease was not listed in those surveyed before the donation of blood
components, the present study had the aim to investigate the presence of anti-
Leishmania spp. antibodies, using the ELISA technique, in blood donors from a
blood center located in an endemic area for VL in Northeast Brazil. Of the 300
individuals evaluated, 145 (48.33%) were considered infected by Leishmania
spp. Of these, 99(68.27%) were male, 46(7.58%) female, were between 18 and
19 years old, 130(89.65%) were between 20 and 59 years old and 4(2.75%) were
over 60 years old. As for the area of residence, 108(74.48%) came from urban
areas and 37(25.51%) from rural areas. There was no statistically significant
association between the presence of anti-Leishmania spp. antibodies and sex (p
= 0.61), age group (p = 0.82) or place of residence (p = 0.85). These data did not
allow confirming the occurrence of LV transfusion transmission, since simple
positive serology does not imply the presence of viable leishmanias in peripheral
blood. However, it is also not possible to rule out this potential risk. Routine tests
should be implemented in blood centers to exclude seropositive donors for

Leishmania spp., increasing the safety of patients receiving blood.

Keywords: Leishmania infantum. Blood transfusion. Serology. ELISA.
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2.3 Introducéo?

A leishmaniose visceral (LV) é uma antropozoonose negligenciada com
larga distribuicdo nas regifes tropicais e subtropicais do planeta, de importancia
clinica em paises da América Central e do Sul, Africa, Asia e Europal2. Nas
Américas, a LV em humanos tem sido descrita desde o México até a Argentina,
em 12 paises, sendo reportados 63.331 casos novos no periodo de 2001 a 2018,
resultando em uma média anual de 3.518. Em 2019, do total de casos relatados,
97% (3.446) sdo provenientes do Brasil®. Em nosso pais, esta enfermidade
estava inicialmente concentrada em areas rurais pobres no Nordeste. Entretanto,
desde a década de 80 grandes cidades tém se tornado areas endémicas, e 0s
registros de caes e humanos infectados se estenderam gradualmente para o
Sudeste, Centro-Oeste e Sul do pais?.

Atualmente, a LV ja foi identificada em 26 dos 27 Estados do Brasil, sendo
evidenciados 36.361 casos no periodo de 2010 a 2019, registrando uma taxa de
incidéncia de 1,52% a 1,97%. Apenas na regido Nordeste do pais, neste mesmo
periodo a soma do numero de casos de LV (19.913) foi superior a de todas as
outras regides (16.448). Desde o0 ano de 2010, a regido Nordeste é responsavel
por 54,76% dos casos humanos de LV no Brasil, com uma média anual de
1.991,30 casos de 2010 a 2019°. Dos 223 municipios do Estado da Paraiba,127
(57%) registraram casos de LV no periodo de 2014 a 2018, sendo que 55% dos
casos ocorreram em area urbana. No periodo de 2010 a 2019 foram notificados
619 casos, com 260 confirmados (42%), perfazendo uma média anual de 52
casos®. A faixa etaria mais acometida foi a de criancas menores de nove anos
correspondendo a 43,5% dos casos, e 0 sexo masculino representou mais da
metade dos casos, correspondendo a 62,3% dos individuos acometidos®.

O principal mecanismo de transmissdo da LV ocorre pela picada de
flebotomineos, pertencem a varias espécies do género Lutzomyia, sendo a
espécie longipalpis o mais importante vetor no Brasil’. Outros mecanismos de

transmissdo ja foram identificados, entre eles a via transplacentaria, o

!Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo — Anexo B
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transplante de érgéos, a transfusédo de sangue®®10, além de agulhas de injecdo
e infecgdes adquiridas por acidentes em laboratériott12:13,

Em relacdo a via transfusional, diversos estudos tém demonstrado que
ela pode ocorrer principalmente se o doador apresentar infeccdo ativa. No
entanto, individuos assintomaticos também sdo capazes de transmitir a doenca,
inclusive em areas ndo endémicas®2,

Embora o potencial de transmissao transfusional e sua relevancia ainda
nao se encontrem bem esclarecidos, o risco de transmissao de Leishmania spp.
por transfusdo sanguinea, baseado na sororeatividade das amostras de sangue,
vem sendo descrito em varios paises'#!%16.17 e inclusive no Brasilt®19.13.20,
Apesar de a transmissao de LV por via transfusional ja ter sido comprovada, a
doencga ndo consta no elenco das doencas de investigacédo para a doacdo de
sangue nos hemocentros do Brasil. Entretanto, principalmente em areas
endémicas existe a necessidade de ampliar a base de doencas investigadas na
triagem inicial dos candidatos a doacdo de sangue e hemoderivados,
minimizando o possivel risco de contaminagdo?..

Em &reas endémicas, o diagndstico da infecgcdo, mesmo na presenca de
guadro clinico, tem sido considerado um grande desafio pela falta de estrutura
do sistema de saude. Por ser uma doenca de notificagcdo compulsoria e com
caracteristicas clinicas de evolugdo grave, o diagnéstico da LV deve ser
realizado de forma precisa e o mais precocemente possivel. O diagndstico pode
se basear em técnicas soroldgicas, tais como a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), técnica mais utilizada para o diagnostico da doenca no Brasil, e 0
ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA); no diagnéstico parasitolégico, com a
identificacdo de formas amastigotas em amostras de aspirado de tecidos
linfoides, considerado o teste ouro para o diagndstico de LV devido a sua elevada
sensibilidade e especificidade; e por técnicas moleculares, como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR)?%2237,

Algumas técnicas empregadas nos métodos sorolégicos convencionais
apresentam limitacdes, podendo ocorrer altos indices de reacdo cruzada com
Trypanosoma cruzi (Doenca de Chagas), devido a reacdo das amostras de soro
de individuos sororreagentes para leishmania com polipeptideos de T. cruzi é
considerada um produto de estimulac&o especifica, pela presenca de epitopos

comuns a ambos os parasitos, podendo ocorrer resultados falso-positivos.
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A LV apresenta quadro clinico e evolucao variados, podendo apresentar
tanto formas assintomaticas quanto uma evolucéo para formas graves, com altas
taxas de letalidade?*. Os casos de infecc¢do por L. infantum que cursam de forma
assintomética podem representar grande parte da populagédo infectada, com
elevadas prevaléncias em areas endémicas, podendo representar um risco de
transmissdo da LV por meio transfusional®.

Em funcdo do risco de transmissdo da LV por meio de transfusdo
sanguinea, particularmente em areas endémicas para a doenca, e pelo fato de
a doenca nao se encontrar listada naquelas pesquisadas antes da doacédo de
componentes sanguineos, no presente estudo o objetivo foi pesquisar a
presenca de anticorpos para Leishmania spp. em doadores de sangue do

Hemonducleo de Cajazeiras- PB, area endémica para LV no Nordeste do Brasil.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Principios Eticos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa para
Experimentacdo Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Campus de
Aracatuba, sob protocolo CAEE: 07764919.0.0000.5420 (ANEXO A).

2.4.2 Local do Estudo e Populacédo Avaliada

A pesquisa foi conduzida no municipio de Cajazeiras, localizado no oeste
do Estado da Paraiba, a 468 quildmetros (km) da capital do Estado, com uma
populacdo de 58.446 habitantes, em uma area de 562,703 km2, pouco mais de
1% da superficie estadual®®. Esta localidade é sede da Regido Metropolitana de
Cajazeiras, que reune quinze municipios da Paraiba, sendo considerada como
area de transmissao esporadica de LV (PB/SES/SVS/2019).

A populacdo estudada foi composta por 300 doadores de sangue
voluntarios, cadastrados no Hemonucleo Dr. Waldemar Pires, em Cajazeiras-
PB, que possui um cadastro de 14 mil doadores, com uma média de 300 doacdes

mensais.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Quilômetro_quadrado
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Figura 2: Estado da Paraiba. Distribuicdo do Lutzomyia longipalpis.
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Fonte: SES-PB/SVS. Mapas; Estado da Paraiba, Cajazeiras e regido

Os critérios de inclusdo foram considerados 0s que preconizam oS
servicos de hemoterapia padronizados no pais: ser cadastrado no servigo, ser
maior de 18 anos, estar apto apos triagem clinica (QUESTIONARIO/ANEXO C),
e ndo apresentar histérico de LV, este Ultimo proposto pela pesquisa.

A colheita de sangue para a realizacdo das provas soroldgicas foi
realizada no periodo de 11 de abril a 21 de maio de 2019. Amostras séricas em
um volume final de 10mL foram coletadas por profissionais do servico como
enfermeiros e técnicos de enfermagem, por puncdo da veia cefalica, apos
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A). O
sangue foi mantido em um tubo de ensaio a temperatura ambiente até a
coagulacao e retragdo visivel do coagulo e centrifugado a 3000 rpm durante dez
minutos para aquisicdo do soro, que foi distribuido em trés aliquotas de 1 mL,

armazenadas e congeladas a -20°C até a realizacédo da técnica de ELISA.
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2.4.3 ELISA para pesquisa de anticorpos para Leishmania spp.

A pesquisa de anticorpos para Leishmania spp. foi realizada por meio de
ensaio imunoenzimético (ELISA) com o uso de antigeno total de L. infantum
(cepa MHOM/BR/74/PP75) na concentracdo de 10 pg/mL em tampéo
carbonato (0,01M, pH 9,5), e incubadas por toda a noite, a 4°C. Apods lavagem
as placas foram bloqueadas com 150 pL de PBS e 10% de leite Molico® e
incubadas a temperatura ambiente, durante uma hora. Foram, entao,
adicionados a cada poco 100 pL de amostra de soro diluido na concentracdo de
1:200 em PBS-T, e incubados por trés horas a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionaram-se, em cada poco, 100 pL de conjugado anti-IgG humano
(Anti-human IgG Peroxidase Conjugate n® A6029 — Sigma®, Saint Louis, MO,
EUA), diluido na concentracéo de 1:20.000. Depois de um periodo de incubacao
de 45 minutos em temperatura ambiente, foram adicionados a cada poc¢o 100 pL
de tetrametilbenzidina (TMB Substrate Reagent Set n° 555214 - BD®) durante
30 minutos. A reacéo foi interrompida utilizando-se 50 pL de solucéo de acido
sulfarico 2N. Entre cada uma das etapas, foram realizadas trés lavagens com
tampao fosfato salina 0,05M acrescido de Tween (PBS-T 0,05%). A densidade
optica foi avaliada em duplicata, em espectrofotbmetro a 450 nm. A
determinacdo do ponto de corte foi estabelecida utilizando-se a média das
densidades Opticas de individuos sorologicamente negativos e de area néao
endémica para LV, acrescida de trés desvios padrbes. Em todas as placas foi
incluida, como controle positivo das reacfes, uma amostra de soro de paciente

acometido por LV, proveniente de area endémica para a doenca.

2.4.4 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada por meio de estatistica descritiva e
inferencial, utilizando calculo de frequéncia, teste de qui-quadrado e teste exato
de Fisher para verificar associacdo entre as avaliacdes soroldgicas entre os
resultados dos doadores e as variaveis sexo, faixa etaria e origem rural ou

urbana. As estatisticas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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2.5 Resultados

Dos 300 individuos avaliados, 145 (48,33%) foram considerados
infectados por Leishmania spp. Destes, 46 (31,72%) eram do sexo feminino, 99
(68,27%) do sexo masculino, 11(7,58%) possuiam entre 18 e 19 anos, 130
(89,65%) de 20 a 59 anos, e 4 (2,75%) de 60 a 68 anos. Quanto a area de
residéncia, 108(74,48%) eram provenientes de zona urbana e 37(25,51%) de

zona rural (Tabela 1).

Tabela 1 - Prevaléncia de doadores de sangue voluntarios do Hemocentro de area
endémica para leishmaniose visceral, municipio de Cajazeiras — PB, considerados
expostos segundo a presenca de anticorpos para Leishmania spp.

Sexo Populacéo Total Populagéo Infectada
(n=300) (n=145)
Masculino 210 (70%) 99 (68,27%)
Feminino 90 (30%) 46 (31,72%)
Faixa etéaria
18-19 anos 20 (6,67%) 11 (7,58 %)
20-59 anos 271 (90,33%) 130 (89,65%)
> 60 anos 9 (3%) 4 (2,75%)
Local de Residéncia
Zona Urbana 221 (73,67%) 108 (74,48%)
Zona Rural 79 (26,33%) 37 (25,51%)

Fonte: Dados da autora, 2020.

N&o foi observada associacdo estatisticamente significante entre a
presenca de anticorpos contra Leishmania spp. e o sexo (p = 0,61), a faixa etaria

(p=0,82) ou o local de residéncia (p = 0,85).

2.6 Discussao

Neste estudo foram identificados anticorpos para Leishmania spp. em
48,33% dos doadores de sangue do Hemonucleo de Cajazeiras-PB. Importante
evidenciar que uma vez que a sorologia positiva ndo implica a presenca da
leishmanias viadveis no sangue periférico e a consequente transmissao

transfusional de LV, porém, também néo é possivel afastar este risco potencial.
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A prevaléncia de anticorpos para Leishmania spp. identificada em quase
metade da populacéo avaliada no presente estudo foi muito superior a observada
em estudos realizados previamente no Brasil, como os conduzidos na Bahia
(5,4%)*3, em Minas Gerais (5,5%)'2, no Mato Grosso do Sul (15,6%)%° e em um
estudo multicéntrico conduzido no Ceard, Piaui e Minas Gerais (6,1%)%.

E importante ressaltar que o teste de ELISA pode apresentar reacdes
cruzadas com outros patégenos, a exemplo do Trypanosoma cruzi, devido a alta
sensibilidade, porém nao sao especificos, o que pode justificar os altos indices
de reacdes cruzadas com Leishmania visto que a regido € endémica para 0s
dois agravos. Seria necessaria a realizacao de testes imunolégicos especificos
para diferenciar os patdogenos e mostrar se trata de uma infeccdo cruzada,
subnotificagdo ou muitos casos assintomaticos de leishmaniose.

A utilizagcdo de hemoderivados para o tratamento de doencas é uma area
relativamente jovem, que se desenvolveu a partir da segunda metade do século
passado. Muito rapidamente, no entanto, ficou claro que esse tipo de tratamento
poderia levar a problemas, dentre eles a possivel transmissdo de agentes
infecciosos. Inicialmente esse risco era aceito por médicos e pacientes,
entretanto, na atualidade bancos de sangue precisam utilizar estratégias para
minimizar as chances de que isso ocorra?®,

Também ndo foi possivel correlacionar uma maior prevaléncia de
sororeatividade em doadores na dependéncia de idade, sexo ou local de origem,
no presente estudo. Por outro lado, em um estudo realizado na India foi
constatada uma amostra de 997, a maioria dos casos para o sexo feminino?’.

A infeccdo  assintoméatica  por L. infantum pode  ser
detectada inicialmente pela presenca de anticorpos. A medida que vai se
desenvolvendo uma resposta imune do tipo celular o titulo de anticorpos tende
a cair. Desta forma, conforme verificado no presente estudo, uma elevacédo no
titulo de anticorpos pode sugerir uma infeccdo aguda, na presenca ou nao de
sintomas'?, ou ser apenas o resultado de uma exposicdo prévia ao parasita,
especialmente em areas endémicas?®. As técnicas moleculares também podem
ser usadas em hemoderivados para verificar a possibilidade de infeccéo,
entretanto a amplificacdo do DNA de Leishmania spp. no sangue néo indica
necessariamente a presenca de micro-organismos viaveis, e deve ser

interpretada com cautela'. Embora os testes moleculares possam apresentar
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um melhor desempenho em relacdo aos sorologicos, apresentam grande
variabilidade, com individuos com testes previamente positivos tornando-se
negativos e vice-versa®.

Em muitos estados brasileiros os servicos de saude ndo possuem
equipamentos para realizacdo de exames para leishmaniose na sua rotina,
sendo a doenca diagnosticada pela apresentacdo do quadro clinico
principalmente em seu estagio final. Mesmo em areas endémicas onde existem
recursos para o diagnéstico de LV, a doencga é ainda subdiagnosticada. Em um
estudo realizado em area endémica para LV no Estado de Sao Paulo foi
demonstrado que 284 pacientes com alteracdes clinicas que admitidos em um
hospital sem suspeita de LV, 21,1% foram considerados expostos a Leishmania
spp?8. Em relacdo a leishmaniose, por meio dos resultados do presente estudo
foi evidenciada a necessidade de uma melhor avaliagcdo dos pacientes
assintomaticos e uma estruturacao laboratorial que permita a realizacéo rotineira
de exames diagnosticos.

No Brasil, séo efetuadas anualmente cerca de 3 milhdes de doacbes de
sangue, sendo ainda frequentes problemas de desabastecimento. De acordo
com a OMS, para um pais manter os estoques de sangue e derivados
regularizados, € ideal que 2,5% da populacéo seja doadora de sangue. Todavia,
o percentual de doadores brasileiros é de apenas 1,7% por ano, segundo dados
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)'®. No estudo em tela,
ressalta-se o ineditismo quanto a avaliacdo soroldgica de leishmania em um
importante Hemonucleo no Estado da Paraiba, principalmente por se tratar de
uma area endémica.

A legislacado brasileira dos servicos de hemoterapia (Resolugcédo da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-RDC n° 153 de
2004 - sobre Regulamentos Técnicos para 0s procedimentos soroterapicos)
atualizada pela Portaria N° 1.353 de 13 de junho de 2011, preconiza como rotina
a obrigatoriedade da investigacdo por anamnese e triagem soroldgica dos
doadores de sangue para Hepatite B e C, Doenca de Chagas, Sifilis, HIV 1 e 2,
HTLV | e Il e Malaria em areas endémicas?®. Porém, ndo faz referéncia a
pesquisa para LV, ainda que na sua redacdao trata de maneira genérica, no item
B 5.2.6, sobre as doencas infecciosas transmissiveis pelo sangue e considera

inaptos permanentes os candidatos a doacdo que ja tiveram histéria de L3018,
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Frente aos resultados que obtivemos, sugere-se que a pesquisa da
leishmaniose possa integrar uma obrigatoriedade de triagem soroldgica, mesmo
em pacientes assintomaticos. Ressaltando tal aspecto, verifica-se que em um
estudo prévio foi identificada uma conversao sorolégica e molecular em dois de
seis pacientes que receberam transfusbes de doadores soropositivos,
demonstrando um risco potencial de transmissdo de LV por transfusdo de
sangue de 33,33%. Esse risco é semelhante ao observado para a Doenca de
Chagas, transmitida por transfusdo sanguinea em regides endémicas no auge
da endemicidade?°.

Uma limitacdo do presente estudo € o fato de que foi realizada apenas a
sorologia pelo método de ELISA para a identificacdo de possiveis portadores de
LV assintomaticos, sem que tivesse sido realizada a técnica de PCR. No entanto,
a elevada prevaléncia de sororeatividade nos doadores do Hemonucleo de
Cajazeiras-PB, requer atencéao pelo risco de uma possivel infeccéo causada por
via transfusional. Como a LV esta se expandindo e as medidas de controle n&o
séo eficientes, seria importante que se considerasse 0 risco de transmissao de
LV por transfusdo sanguinea, incluindo a doenga no rol das pesquisadas nos
bancos de sangue. Testes de rotina devem ser implementados nos
Hemondcleos, para excluir doadores soropositivos para Leishmania spp.,
aumentando a seguranga dos pacientes que recebem este sangue.

Esta foi a primeira pesquisa realizada no estado da Paraiba para deteccéo

de anticorpos para leishmania em doadores de sangue.
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Tabela 2 - Prevaléncia de infec¢cdo assintomatica por leishmania em pesquisas

realizadas na Regido Nordeste do Brasil, e em doadores nos servicos de

Hemoterapia do Nordeste do Brasil, de acordo com a literatura cientifica*.

Estados / Nordeste Técnica N° de Resultado % Referéncia
sujeitos

Bahia IDRM/ELISA 135 45/27 D’ Oliveira Junior et al. (2007)

Brotas ELISA 920 10,3 Jeronimo et al. (2000)

Bahia* ELISA 700 12,4 Fukutani et al. (2014)

Ceara* ELISA/PCR 351 12,2/4,3 Monteiro (2013)

Maranhéao IDRM/ELISA/rk39 1.520 61,1/19,4/19,7 | Nascimento et al. (2005)

Maranhao Western blot 1.100 0,6 Mendes et al. (2007)

Pernambuco* PCR 500 6,2 Silva (2020)

Piaui IDRM/ELISA 167/168 50/13,9 Werneck et al. (2002)

Piaui PCR/ IDRM 101/87 7,9/71 Costa et al. (2002)

Rio Grande do Norte | ELISA(rk39)/ELISA 168 2,9/8,3 Braz et al. (2002)

Rio Grande do Norte ELISA 27 0,005 Passos et al. (2005)

Rio Grande do Norte* ELISA 300 22 Oliveira Filho (2013)

Rio Grande do Norte* ELISA 1.194 9 Luz et al. (2000)

Rio Grande do Norte* ELISA/PCR 116 24/43 Otero et al. (2000)

Fonte: MICHEL et al., 2011 (adaptada pela autora).

2.7 Concluséao

Pelos resultados do presente estudo foi possivel identificar anticorpos

para Leishmania spp. em 48,33% dos doadores de sangue do Hemonducleo de

Cajazeiras-PB. Esses dados ndo confirmaram a ocorréncia de transmissao

transfusional de LV, uma vez que a simples sorologia positiva ndo implica a

presenca da leishmanias vidveis no sangue periférico. Porém, também néo é

possivel afastar este risco potencial.
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APENDICES

APENDICE A — COMITE DE ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Deteccdo e avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos contra a
Leishmania infantum chagasi em doadores de sangue assintomaticos da cidade de

III

Cajazeiras-PB,Brasi
Nome do(a) Pesquisador(a): Lucienne Formiga Feitosa Berbigier.
Nome do(a) Orientador(a): Professor Wagner Luis Ferreira.

1.Natureza da Pesquisa: O(a) sr.(a) esta sendo convidado (a) a participar desta pesquisa
que tem como finalidade pesquisar a deteccdo e avaliacdo dos niveis séricos de
anticorpos contra a Leishmania infantum chagasi, por meio da técnica de ELISA em
doadores de sangue cadastrados no Hemonucleo de Cajazeiras-Paraiba,Brasil.

2.Participantes da Pesquisa: O numero de participantes serd de 300 doadores de
sangue, cadastrados no referido Hemonucleo, que ja sdo doadores regulares de sangue.

3.Envolvimento na Pesquisa: Ao participar deste estudo o(a) sr.(a) permitird que o(a)
pesquisador(a) Lucienne Formiga Feitosa Berbigier apds obter as amostras,sejam
utilizadas para os fins desta pesquisa, ou pesquisas futuras.O (a) Sr.(a) tem liberdade de
se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da
pesquisa, sem qualquer prejuizo para o(a) sr.(a).Sempre que quiser podera pedir mais
informacoes sobre a pesquisa através do telefone do(a) pesquisador(a) do projeto e, se
necessario através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa.

4.Sobre as entrevistas: Ndo sera realizado questionario, e sim esclarecimento de forma
verbal sobre a pesquisa e se ha interesse em participar, e em caso positivo, assinatura
do Termo de consentimento.

5.Riscos e desconfortos: A participacdo nesta pesquisa nao infringe as normas legais e
éticas. Apresenta riscos minimos realizada por meio de pun¢do venosa, por sistema a
vacuo sendo este o método recomendado e mais seguro,cujo procedimento é rotina
realizada no servico, pelos profissionais do préprio servico: Bioquimico,Enfermeira e
Técnicos de enfermagem. Como desconforto poderd apresentar dor local, passivel de
hematoma. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da ética
em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolug¢do n2 466/12 do Conselho Nacional
de Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.
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6.Confidencialidade: Todas as informag¢des coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente o(a) pesquisado(a) e seu (sua) orientador(a) ( e/ou equipe de
pesquisa)terdo conhecimento de sua identidade e nos comprometemos a manté-la em
sigilo ao publicar os resultados dessa pesquisa.

7.Beneficios: Ao participar desta pesquisa o(a) Sr.(a) ndo tera nenhum beneficio direto.
Entretanto,esperamos que este estudo resulte em informagdes importantes para que
possamos contribuir para o desenvolvimento e implementacdo de acdes efetivas nas
politicas publicas de salde, cujo conhecimento construido a partir desta pesquisa possa
nos nortear a prevencao problemas que afetem os individuos.

8.Pagamento: O(a) sr.(a) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa,bem como nada serd pago por sua participagao.

Apés estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para
participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem: Confiro
gue recebi via deste termo de consentimento, e autorizo a execucdo do trabalho de
pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste estudo.

Obs. Nao assine esse termo se ainda tiver duavida a respeito.
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Nome do participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do(a) Pesquisador (a)

Assinatura do(a) Orientador(a)

Pesquisador(a): Lucienne Formiga Feitosa Berbigier — (83) 99149-8295
Orientador(a): Wagner Luis Ferreira — (18) 3636-1416

Coordenador(a) do Comité de Etica em Pesquisa: Prof. Dr. Aldiéres Alves Pesqueira
Vice-Coordenador(a): Profa. Dra. Cristiane Duque

Telefone do Comité: (18) 3636-3234

E-mail cep@foa.unesp.br
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APENDICE C- OFICIO AO HEMONUCLEO DE CAJAZEIRAS

AVA
avavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes YAY  «JLIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aracatuba

Aracatuba, 4 de fevereiro de 2019.
Prezada Senhora,

Vimos, por meio deste, solicitar de VVossa Senhoria, autorizagédo para realizagédo do projeto
de pesquisa intitulado “ Deteccdo e avaliacédo dos niveis séricos de anticorpos contra
a Leishmania infantum chagasi em doadores de sangue assintomaticos da cidade de
Cajazeiras-PB, Brasil.” Em vista do crescente numero de casos de Leishmaniose
Visceral Americana e Tegumentar no municipio de Cajazeiras e regido, e da possibilidade
de a doenga estar sendo subdiagnosticada em seres humanos, o referido estudo tem como
objetivo pesquisar a presenca de anticorpos anti-L. infantum chagasi do parasita no
sangue, por meio de ELISA, de doadores cadastrados no referido servigo. Para tanto seréo
coletadas amostras de sangue de pacientes atendidos entre o periodo de junho a setembro
de 2019, que concordarem em participar do estudo ou até que se atinja um nimero de 300
pacientes avaliados. Tal projeto serd desenvolvido junto a Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba, pela Enfermeira Lucienne Formiga
Feitosa Berbigier, pds-graduanda do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal,
sob nossa orientagéao.

Sendo 0 que se apresenta no momento, e certos de contar com sua valiosa

colaboracéo, colocamo-nos a disposicéo para quaisquer esclarecimentos necessarios.

Respeitosamente,

Prof. Dr. Wagner Luis Ferreira
Orientador

IIm2. Dra. Nuarah Cardoso
Provedora da Administracdo Geral
Hemondcleo de Cajazeiras- PB



u n es pA'A'A' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA - CAMPUS DE ARACATUBA

APENDICE D- TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

TERMO DE COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Titulo do Projeto : “Deteccao e Avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos
contra a Leishmania infantum chagasi em doadores de sangue
assintomaticos da cidade de Cajazeiras-PB,Brasil”

Pesquisadora : Lucienne Formiga Feitosa Berbigier

Local :Cajazeiras-PB

Por meio deste termo de responsabilidade, nés, respectivamente
pesquisador e orientador da pesquisa, assumimos cumprir fielmente as
diretrizes que norteiam a Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Satde /
MS, visando assegurar os direitos e deveres que dizem respeito a comunidade
cientifica, ao(s) participante(s) da pesquisa e ao Estado.

Reafirmamos nossa responsabilidade indelegavel e intransferivel,
mantendo em arquivo todas as informacdes inerentes a presente pesquisa,
respeitando a confiabilidade e sigilo dos dados correspondentes a cada
participante por um periodo de cinco anos apdés o término desta.
Apresentaremos sempre que solicitado pelo CEP-Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos, quaisquer informagdes sobre a referida pesquisa.

Aracatuba, 07 de fevereiro de 2019.

“ Lucienne Formiga Feito Za/Be igier

Pesqmsadow&MBa 1

Orientador
Prof. Dr. Wagner Lufs Ferreira

~
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APENDICE E - TERMO DE ANUENCIA DA DIRETORA DO

HEMONUCLEO

ESTADO DA PARAIBA
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
HEMONUCLEO
CAJAZEIRAS-PARAIB

TERMO DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins que o Projeto de Pesquisa intitulado”
Deteccéo e avaliacdo dos niveis séricos de anticorpos contra a Leishmania
infantum chagasi em doadores de sangue assintométicos da cidade de
Cajazeiras-PB, Brasil.”, a ser desenvolvido pela pesquisadora Lucienne
Formiga Feitosa Berbigier, sob a coordenacdo e orientacdo do Professor Dr.
Wagner Luis Ferreira, do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducéo
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria-UNESP, Campus Aracatuba-SP,
esta autorizado para ser realizado neste servico.

Outrossim, informamos que a referida pesquisa fica condicionada a
apresentacéo da Certidédo de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP,
devidamente credenciado junto & Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —

CONEP, ao servico onde sera realizada a referida pesquisa.

Cajazeiras, 07 de fevereiro de 20109.

\ %W/J{pl%’ Canderg-

Nuarah Yaponirah Mariano Cardoso
Diretora do Hemonucleo de Cajazeiras
Mat. 164.609-5

Hemondcleo de Cajazeiras-PB
Rua José Rodovalho de Alencar, S/N, Centro
CEP- 58.900-000
Fone/Fax (83)3531-5862
E-mail: hemcaj.pb@hotmail.com
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ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNESP - FACULDADE DE

ODONTOLOGIA-CAMPUS DE “GRgrasl
ARAGATUBA/ UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deleccio e Avaliacio dos niveis séricos da anlicorpos conlra a Leishmania infantum
chagasi em doadores de sangue assintomalicos da cidade de Cajazeiras-FB, Brasil.

Pesquisador: LUCIENME FORMIGA FEITOSA BERBIGIER

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 07T64919.0.0000.5420

Institui¢do Proponente: UNMIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULID DE MESQUITA FILHOD
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.200.846

Apresentacdo do Projeto:

Em vista do crescente nimaro de casos de leishmaniose visceral americana na cidade de Cajazeiras,
Paraiba — Brasil, & da possibilidade de a doenga estar sendo subdiagnosticada em seras humanos, a
presente pesquisa lem como objetivo pesquisar

a presanga de anlicorpos anti-L. infantum chagasi do parasita no sangue, por meio do mélodo de ELISA, de
doadores assinlomaticos,

cadastrados @ encaminhados ao hemocentro da cidade de Cajazeiras-PB, considarada como area endémica
para a doenga. Para tanlo, serdo coletadas amosiras de sangue de todos os doadores atendidos entre o
periodo de junho a dezembro de 2019 que concordarem em participar do estudo, ou alé que se alinja

nimero de 300 pacientes avaliados.

DObjetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primaria:

Em visla do crescente nimer de casos de leishmaniose visceral americana na cidade de Cajazeiras e
regido, & da possibilidade de a doenca estar sendo subdiagnosticada em seres humanos, a presante
pesquisa lem como objelivo pesquisar a presenca de anlicorpos anti-L. Infantum chagasi do parasita no
sangue de doadores de sangue encaminhados ao hemoceniro de Cajazeiras , area endémica para a

doenca

Enders¢o: JOSE BOMIFACID 1193

Bairra:  VILA MENDDRCA CEP: 18.015-050
UF: 5P Municipio: ARACATUEA
Telefore:  |18)3638-3200 Fax- (18j3638-3332 E-mail: andreberazi@fos unesp br

Pigiem 01 du 03
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UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE “GRBram o'
ARAGATUBA/ UNIVERSIDADE
Continuacdo do Parecer: 3 208 B46

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O referido estudo apresenta riscos minimos,por ser rotina do servigo tratar-se de pungdo venosa,e como
desconforto dor local e hematoma. O procedimento sera realizado por profissionais que atuam no servigo:
Enfermeira, Bioquimico ou Técnico de

Enfermagem, por sistema a vacuo considerado mais seguro e recomendado,diminuindo o risco de
contaminacgdo, com correto manuseio dos materiais e equipamento de prote¢do individual e coletivo, que
s30 normas e rotinas do servigo.

Beneficios:

Os resultados da Pesquisa norteardo o servigo para implementacdo de medidas de agdes e controle
efetivas de que o conhecimento que sera construido possa prevenir problemas que afetem a populagdo.
bem como melhor estruturagdc do servigo, capacitagdo de Recursos Humanos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A metodologia proposta é capaz de atender os objetivos do estudo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos obrigatorios foram apresentados.

Recomendacdes:

Nao ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

N3o havendo pendéncias, propde a aprovacdo do projeto de pesquisa pelo CEP.

Considera¢des Finais a critério do CEP:

Nao havendo pendéncias, o CEP propde a aprovacdo do projeto de pesquisa salientando que, de acordo
com a Resolugdo 466 CNS de 12/12/2012 (titulo X, se¢do X.1., art. 3, item b, e, titulo XI, secdo XI.2., item
d), ha necessidade de apresentagdo de relalorios semestrais, devendo o primeiro relatério ser enviado até
01/09/2019. O CEP reitera a necessidade de enfrega de uma via (ndo cdpia) do TCLE ao sujeito participante

da pesquisa e solicita ao pesquisador responsavel leitura da carta circular 003/2011 CONEP/CNS antes do
inicio do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Informagoes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/03/2019 Aceito

Enderego: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA CEP: 16.015.050
UF: SP Municipio: ARACATUBA
Telefone: (18)3636-3200 Fax: (18)3636-3332 E.mail: andrebertozi@foa unesp. br

Pigea (2 de 03
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UNESP - FACULDADE DE

Plataforma
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE asil
ARACATUBA/ UNIVERSIDADE
Continuaco do Parecer: 3 200,846
Basicas do Projeto  |ETO_1294878.pdf 09:43:40 Aceilo
TCLE / Termos de | TERMODEASSENTIMENTODOMENOR] 12/03/2019 |LUCIENNE Aceito
Assentimento / .doc 09:42:58 |FORMIGA FEITOSA
Justificativa de BERBIGIER
Auséncia
Cronograma CRONOGRAMAATIVIDADESATUALIZA] 01/03/2019 |LUCIENNE Aceito
DOMARCO.doc 11:28:26 | FORMIGA FEITOSA
TCLE / Termos de | TCLECOMTOPICOSFEV.docx 01/03/2019 |LUCIENNE Aceito
Assentimento / 11:25:13 |FORMIGA FEITOSA
Justificativa de BERBIGIER
Auséncia
Projeto Detalhado / | PROJETO.docx 12/02/2019 |LUCIENNE Aceito
Brochura 17:31:49 |FORMIGA FEITOSA
i BERBIGIER
Outros TERMOANUENCIADIRETORA docx 12/02/2019 |LUCIENNE Aceito
17:27:32__| FORMIGA FEITOSA
Declaragdo de TCOMPROMISSO.pdf 12/02/2019 |LUCIENNE Aceito
Pesquisadores 17:24:34 | FORMIGA FEITOSA
Declaracdo de TERMODERESPONSABILIDADEHEMOY 12/02/2019 |LUCIENNE Aceito
Instituicdo e NUCLEO.doc 17:23:56 |FORMIGA FEITOSA
BERBIGIER
Orgamento ORCAMENTO.doc 12/02/2019 |LUCIENNE Aceito
17:21:18 | FORMIGA FEITOSA
Folha de Rosto FOLHADEROSTO.pdf 12/02/2019 |LUCIENNE Aceito
15:12:37 | FORMIGA FEITOSA
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

ARACATUBA, 20 de Margo de 2019

Assinado por:
Aldiéris Alves Pesqueira
(Coordenador(a))

Endereco: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA
Municipio: ARACATUBA
(18)3636-3200

UF: SP
Telefone:

CEP: 16.015.050

Fax: (18)3636-3332 E-mail: andreberozi@foa unesp.br

Pégea 03 de 03
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ANEXO B — NORMAS DA REVISTA

<

IMT
UST

Instituto de Medicina Tropical Universidade de S&ao Paulo
Escopo e politica

A Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sédo Paulo (Instituto Paulista
de Medicina Tropical) é uma revista que se dedica a pesquisa sobre diferentes
aspectos das doengas infecciosas tropicais. A revista acolhe trabalhos
originais sobre todas as doencas infecciosas, desde que os dados e
resultados estejam diretamente ligados a saide humana.

A Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo segue as diretrizes
do Comité de Etica em Publicacdes (COPE), e todas as submissdes s&o
analisadas na chegada pelo software anti-plagio iThenticate.

A revista publica, além de artigos originais, artigos de revisdo, relatos de casos,
comunicacdes breves e cartas ao editor. A revista publica manuscritos
apenas em inglés.

A partir de 2016, a Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo é
publicada apenas online, mantendo o acesso gratuito.

Os manuscritos devem ser submetidos apenas em inglés, por isso
recomendamos fortemente que autores com inglés como lingua
estrangeira tenham seus manuscritos verificados por um cientista que
tenha o inglés como primeira lingua ou de preferéncia por uma das
empresas especializadas sugeridas:

American Journal Experts:

http://www.journalexperts.com/

Servigo de edigao do Nature Publishing Group:

https://languageediting.nature.com/

autoreserv:

http://www.authorserv.com/

Edicao e revisao de linguagem abrangente:

www.comprehensiveproof.com/index.htm



http://www.journalexperts.com/
https://languageediting.nature.com/
http://www.authorserv.com/
http://www.comprehensiveproof.com/index.htm
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O recebimento de um manuscrito com o uso do inglés considerado
improprio pode levar a devolugdo do artigo aos autores antes mesmo do
inicio do processo de revisao.

Em 2016, a Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo
estabeleceu uma taxa por artigo publicado. A partir de janeiro de 2016, todos os
artigos submetidos serdo cobrados caso sejam aceitos para publicacéo.

Essas taxas de publicacdo complementardo o financiamento publico da
Universidade de S&o Paulo e outras doacfes de agéncias de fomento federais.
Esse suporte adicional é essencial para garantir a qualidade, o incremento do
fator de impacto da revista e do nimero de citagdes, a manutencao do sistema
eletronico de submisséao e revisdo de manuscritos, a revisao do estilo inglés e de
gquestdes gramaticais.

As taxas serdo de US $ 400 para artigos originais e revisoes; e de US $ 250 para
relatos de casos, relatérios técnicos, comunicacdes breves e cartas ao editor,
desde que o numero de paginas esteja de acordo com o tipo de artigo. Somente
para brasileiros as taxas serdo de R $ 1.500,00 para artigos originais e resenhas;
e de R $1.000,00 para relatos de casos, comunicagdes breves e cartas ao editor.
Uma vez aprovado o manuscrito, o autor para correspondéncia recebera as
instrucbes para o pagamento da taxa de publicacdo. A partir dai, o autor para
correspondéncia recebera o comprovante de pagamento para poder solicitar o
reembolso das agéncias de fomento.

Todos os tipos de manuscritos devem ser enviados a Revista do Instituto de
Medicina Tropical de Sado Paulo e serdo avaliados por pares, por dois a
quatro revisores do Conselho Editorial e / ou pareceristas ad hoc.

A decisdo de aceitacdo para publicacdo é dos Editores e baseia-se
principalmente nas recomendacdes desses revisores.

Uma carta de apresentacao informando os seguintes itens deve ser enviada ao
Escritério Editorial: 1) O manuscrito e todas as partes dele ndo foram submetidos
a outro lugar; 2) Nao ha relagbes financeiras ou outras de qualquer dos autores
do manuscrito que possam levar a qualquer conflito de interesses; 3) O
manuscrito submetido foi lido cuidadosamente por todos os autores. Todos 0s
autores concordam que 0 manuscrito representa seu trabalho. 4) Descreva as
fontes de financiamento que apoiaram o trabalho. Descreva também o papel do
(s) patrocinador (es) do estudo, se houver, no desenho do estudo; coleta, anélise
e interpretacdo dos dados; redagcdo do artigo; e decisdo de submeté-lo para
publicacéo; 5) O autor para correspondéncia sera responsavel pela comunicacao
com os demais autores sobre as revisbes e aprovacao final do artigo. Os
manuscritos serdo recebidos apenas por meio de submissdo online em:
http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo.

No mesmo site 0os autores podem verificar o status da submissédo a qualquer
momento. O arquivo eletrbnico serd utilizado para avaliagdo editorial e


http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo
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arbitragem online, e as decisfes editoriais sobre o manuscrito seréo
comunicadas ao autor para correspondéncia. Apenas o0 autor para
correspondéncia seréa contactado e sempre por e-mail, por isso certifique-
se de designar um autor que verifique com frequéncia a conta de e-mail.

Os autores podem sugerir revisores em potencial para seu trabalho, desde que
fornecam o enderec¢o de e-mail e a filiagdo de cada cientista proposto. Por favor,
nao sugira cientistas da mesma afiliacdo dos autores.

Forma e preparacdo de manuscritos
Tipos de artigos:

Artigos Originais: O texto deve conter no maximo 6.000 palavras, incluindo
resumo e referéncias. O corpo do manuscrito deve ser precedido por um resumo
nao estruturado (sem subtitulos), com no maximo 500 palavras. Em seguida, os
autores devem prosseguir para as secfes de Introducdo, Material e Métodos
(contendo a aprovacdo ética da pesquisa) Resultados, Discussao,
Agradecimentos e Referéncias (limitado a 40). As paginas devem ser numeradas
consecutivamente em algarismos ardbicos. As tabelas e figuras devem ser
referenciadas no texto. As tabelas e figuras devem ser numeradas e conter um
breve titulo especifico. Figuras como desenhos, mapas, fotografias,
fotomicrografias ou micrografias eletrbnicas devem ser planejadas para se
adequar ao tamanho de uma coluna de uma ou duas paginas. Figuras em preto
e branco ou coloridas devem ser enviadas em formato TIF, em alta resolucéo
(1.200 DPI).

Artigos de Revisdo: Devem ser apresentados no mesmo formato dos artigos
originais. Os artigos de revisao destinam-se a pesquisadores especialistas em
um determinado campo e que fizeram contribui¢cdes substanciais para essa area
especifica do conhecimento. Este tipo de manuscrito deve focar na descricdo do
estado da arte, destacando os principais avangos a respeito do assunto. O
namero de referéncias é limitado a 60.

Comunicacdes breves, relatos de casos e cartas ao editor: devem relatar
novas observacdes de importancia médica critica. As comunicacdes breves
devem seguir o mesmo formato dos artigos originais, ndo ultrapassando 2.500
palavras. Os Relatos de Caso devem enfocar os achados clinicos e
laboratoriais, resumindo a introducéo, limitando a discussdo ao essencial,
chamando a atencdo para novidades quanto ao diagndstico, tratamento,
evolucao dos pacientes, néo ultrapassando 2.000 palavras. As cartas ao Editor
devem informar, desde o inicio, porque 0 assunto merece este tipo de
publicacdo, destacando os aspectos inovadores alcancados pela pesquisa, ndo
ultrapassando 1.500 palavras. Nessas categorias de manuscritos
(Comunicacdes Breves, Relatos de Casos e Cartas ao Editor), o numero de
referéncias é limitado a 20, e os anexos, que podem ser figuras (fotografias,
mapas, graficos, etc.) ou tabelas, ndo devem exceder 3 (soma de figuras e
tabelas).
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Agradecimentos: devem ser breves e ndo devem incluir agradecimentos a
revisores e editores anbnimos ou comentarios efusivos. As organizacdes
privadas ou governamentais que forneceram apoio financeiro para a pesquisa
devem ser mencionadas, juntamente com 0s numeros das bolsas ou
contribuicdes e o prazo de validade.

Contribui¢cdes dos autores: A Revista do Instituto de Medicina Tropical de
Sado Paulo incentiva os autores a incluirem uma declaracédo especificando as
contribuigdes individuais de cada coautor.

Como os revisores da Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo
trabalham as cegas, os Agradecimentos e as Contribuicdes dos Autores nao
devem ser incluidos no texto principal do manuscrito, mas sim na pagina de
rosto. Esta afirmacao serd incluida no corpo do texto na verséo final do artigo.

Referéncias:

A lista de referéncias, incluindo apenas aquelas efetivamente mencionadas no
texto ou tabelas, deve estar no formato Vancouver, listada na ordem da
citagdo no texto e numerada consecutivamente em algarismos arabicos
seguidos de um ponto. As citacdes no texto devem ser em formato
sobrescrito, apenas 0os numeros sem parénteses.

Ex. tem sido amplamente aplicado na prética clinica 12
Ex: de acordo com o protocolo utilizado por Silva et al.21

As referéncias devem ser formatadas da seguinte forma:

a) Artigos de periodicos: Sobrenomes e iniciais (apenas as duas primeiras
iniciais) de todos os autores (a menos que sejam mais de seis, quando apenas
0s seis primeiros devem ser indicados seguidos de et al.), titulo completo do
artigo, titulo do periodico (as abreviagBes dos titulos da NLM podem ser
encontradas em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals), o ano de
publicacdo, o numero do volume, 0os numeros da primeira e da Ultima pagina.

Ex .: Velho PE, Faria AV, Cintra ML, Souza EM, Moraes AM. Larva migrans:
relato de caso e revisdo. Rev Inst Med Trop S&o Paulo. 2003; 45: 167-71.

Ex .: Costa E, Lopes AA, Sacramento E, Costa YA, Matos ED, Lopes MB, et al.
Penicilina na fase tardia da leptospirose: um ensaio clinico randomizado. Rev
Inst Med Trop S&o Paulo. 2003; 45: 141-5.

b) Livros: Sobrenomes e iniciais de todos os autores, titulo completo do livro,
edicao, local de publicacéo, editora e ano.

Ex .: Lewin JK. Genes e virus. 22 ed. Boston: Jones e Bartlett; 2008
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c) Capitulo do livro: Sobrenomes e iniciais de todos os autores do capitulo,
titulo completo do capitulo, sobrenomes e iniciais de todos os autores do livro,
titulo completo do livro, edi¢éo, local de publicacdo, editora, ano, as paginas do
capitulo.

Ex.: Ferreira HO. Doenca de Chagas. In: Farhat CF, Carvalho ES, Carvalho LH,
Succi RC, editores. Infectologia pediatrica. Sdo Paulo: Atheneu; 1998. p. 531-7.

d) Sites: Nome da organizacdo, titulo completo do documento citado, local de
publicacéo (se disponivel), Editora (se disponivel), ano (se disponivel), data de
citacdo, URL do documento preciso citado (ndo o URL da organizacao)

Ex.: Organizacdo Mundial da Saude. Eliminacao da hanseniase. Genebra: OMS;
2014 [citado em 15 de dezembro de 2014]. Disponivel em:
http://www.who.int/lep/situation/new_cases/en/

Ex.: Brasil. Ministério da Saude. Malaria. Brasilia: Ministério da Saude; 2015.
[ctado em 05 de novembro de  2015]. Disponivel em:
http://www.saude.gov.br/malaria

e) Tese: A Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo né&o
aceitara a citacdo de tese de mestrado, tese de doutorado ou trabalho
semelhante.

f) Softwares: Os softwares utilizados ndo devem originar referéncias, mas ser
citados no texto como equipamentos:

Ex: O software estatistico SPSS (versdo 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) foi
utilizado para todos os calculos.

Diretrizes Eticas:

Os artigos devem declarar na secao Material e Métodos que: 1) o consentimento
informado foi obtido de todos os participantes humanos adultos e dos pais ou
responsaveis legais de menores, juntamente com o consentimento aprovado da
Comisséao de Etica 2) um termo de consentimento foi aplicado aos participantes
do estudo em no caso de criangas maiores de sete anos e adolescentes além do
consentimento obtido dos pais ou responsaveis legais de menores juntamente
com o consentimento aprovado da Comissdo de Etica 3) a manutencdo de
animais de experimentacdo obedece as diretrizes de uso de animais de
laboratorio vigentes em o pais.

NUmeros:

Os numeros que comecam uma frase ou aqueles que sdo menores do que 10
devem ser escritos com letras. Séculos e décadas devem ser explicados, por ex.
0s anos oitenta ou século XIX. Parametros laboratoriais, tempo, temperatura,
comprimento, area, massa e volume devem ser expressos em digitos.
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Unidades:

Deve ser usado o International Unit System, com excecdo dos valores de
pressao arterial que devem ser relatados em mmHg. Use o sistema métrico para
a expressdo de comprimento, area, massa e volume. As temperaturas devem
ser fornecidas em graus Celsius.

Dispositivos e equipamentos:

A secdo Materiais e Métodos deve incluir informacdes técnicas suficientes para
permitir a repeticdo dos experimentos. As fontes de todas as midias (ou seja,
nome e localizacdo do fabricante) ou componentes de uma nova formulacéo
devem ser fornecidas.

Quando as condicbes de centrifugagcdo forem mencionadas, forneca
informacbes suficientes para permitir que outro investigador repita o
procedimento: marca da centrifuga (fabricante), modelo do equipamento e
modelo do rotor, temperatura, tempo na velocidade maxima e forga centrifuga (X
g ao invés do que revolugdes por minuto).

Para dispositivos e outros produtos, a marca ou nome comercial especifico, o
fabricante e sua localizagdo (cidade, estado, pais) devem ser fornecidos na
primeira vez que o dispositivo ou produto for mencionado no texto. Depois disso,
0 termo genérico (se apropriado) deve ser usado.

Ex: QlIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN Inc., Hilden, FL, EUA).

Nomes e identificagdo de medicamentos e outros produtos:

Os autores sao solicitados a usar o Nome Na&ao-Proprietario Internacional
Recomendado (rINN) para substancias medicinais, a menos que 0 nome
comercial especifico de um medicamento seja realmente relevante para a
discussdo. Os nomes dos medicamentos genéricos devem aparecer em letras
minusculas no texto. Se um medicamento patenteado especifico precisar ser
identificado, 0 nome da marca pode aparecer apenas uma vez N0 manuscrito
entre parénteses apds 0 nome genérico na primeira vez que o medicamento é
mencionado no texto.

A descri¢do dos novos métodos deve ser completa e fornecer fontes de produtos
guimicos, reagentes, equipamentos ou cepas microbianas incomuns. Quando
um grande numero de cepas microbianas ou mutantes sdo usados em um
estudo, os autores sdo solicitados a incluir tabelas que identificam as fontes
imediatas (ou seja, fontes de quem as cepas foram obtidas) e propriedades das
cepas, mutantes, bacteriéfagos e plasmideos, etc.

Identificag&o do paciente:

7z

O consentimento informado ndo € necessario se o paciente ndo puder ser
identificado em nenhum material do manuscrito. Na auséncia do consentimento
informado, detalhes de identificagcdo, como iniciais do paciente, datas
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especificas, exposicdes geograficas especificas ou outras caracteristicas de
identificacdo (incluindo caracteristicas corporais nas figuras), devem ser
omitidos, mas isso nao deve alterar o significado cientifico.

Informacdes importantes que séo relevantes para o significado cientifico devem
ser declaradas de forma que o paciente nao possa ser identificado, por exemplo,
informando uma estacédo do ano em vez de uma data, ou uma regidao em vez de
uma cidade.

Se um paciente puder ser identificado a partir do material de um manuscrito, o
consentimento informado € necessério. Pode ser obtido junto do (s) paciente (s)
ou de seus pais / responsaveis legais no caso de menores.

Para criancas de sete anos ou mais, além do consentimento informado dos pais
| responséaveis legais, um consentimento informado da crianca deve ser
fornecido.

O consentimento informado requer que o paciente tenha tido a oportunidade de
ver e aprovar o manuscrito antes da submisséo. O consentimento informado por
escrito deve declarar que o paciente viu e aprovou 0 manuscrito completo ou que
0 paciente se recusa a fazé-lo.

O consentimento do paciente deve ser anexado como um arquivo adicional no
momento da submissdo do manuscrito. Uma declaracdo atestando o
recebimento e arquivamento do consentimento por escrito do paciente deve ser
incluida no artigo publicado.

Ensaios clinicos controlados randomizados e ensaios clinicos:

A Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo apoia a politica de
registro de Ensaios Clinicos emitida pela OMS e pelo Comité Internacional de
Editores de Revistas Médicas (ICMJE) reconhecendo a importancia, em acesso
aberto, dessas iniciativas para o registro e conhecimento internacional das
informagdes sobre estudos clinicos. Dessa forma, a partir de 2007, seréo aceitos
apenas trabalhos de pesquisa clinica que tratem dessas questdes com numero
de identificacdo fornecido por um dos ensaios clinicos validados por critérios
estabelecidos pela OMS e ICMJE. Os enderecos podem ser encontrados no site
do ICMJE (http://www.icmje.org). O numero de registro do ensaio deve ser
escrito no final do resumo.

Envio de manuscritos:

Os manuscritos serdo recebidos apenas por meio de submissédo on-line em:
http://mc04.manuscriptcentral.com/rimtsp-scielo, onde o0s autores poderdo
verificar o status da submissao a qualquer momento. O arquivo eletrénico sera
usado para avaliacdo editorial e arbitragem online, e as decisdes editoriais sobre
0 manuscrito serdo comunicadas aos correspondentes.
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ANEXO C- QUESTIONARIO DA TRIAGEM CLINICA

HEMONUCLEO DE CAJAZEIRAS . PO CZ 01.03.02
oo | QUESTIONARIO DA TRIAGEM CLINICA |

Fone/Fax-{0XX-83)3631-5082

-mait hemcaj gb@hokmalcom : NA

QUESTIONARIO DA TRIAGEM CLIiNICA — HemoVIDA

01 Voceé estd bem de satide hoje? Sim ( ) Néo ( )

02 | Ingeriu bebida alcodlica hé 12 horas? Sim (  )Néo( )

03 Fumou h4 2 horas? Sim ( ) Néo ( )

04 | Alimentou-se hoje? Sim ( ) Néo ( ) Hé quanto tempo?

05 | Repousou bem a noite? Sim ( ) Néio ( )

06 | Ja doou sangue? Sim ( ) Néo ( )
Quando? Quantas vezes? Onde?

07 Teve algum problema nas doagdes anteriores? Sim ( ) Nio ( ) O que?

08 Foi recusado como doador? Sim ( ) Néo ( )

) Motivo: Quando?

09 Recebeu sangue ou derivados nos dltimos 12 meses? Sim ( ) Néo ( )
Hé quanto tempo?

10 | Estds com IVAS? Sim ( ) Néio ( )

11 Esté alérgico? Sim ( ) N#o ( )

12 Fez qualquer tipo de tratamento dentério ? Sim ( ) Nao ( ) Ha quanto tempo?

13 Recebeu alguma vacina recentemente? Sim ( ) No ( )
Qual? Quando?

14 Sofreu algum tipo de cirurgia? Sim ( ) Néo ( ) Qual?
H4 quanto tempo?

15 Esteve hospitalizado nos altimos 12 meses? Sim ( ) Nio ( .) Motivo?

16 | Fez exame de endoscopia/colonoscopia ou outro procedimento invasivo nos Gitimos 6 meses? ? Sim( )N#o( )
Qual?

17 Toma medicamento regularmente? Sim ( ) Nao ( ) Qual?

18 | Tomou antibi6tico ha 30 dias? Sim ( ) Néo ( ) Qual?

19 Usou AINE h4 3 dias? Sim ( ) Nio ( )

20 Fez Acupuntura, tatuagem, eletrélise, maquiagem definitiva e/ou piercing?
Sim ( ) Nao ( ) Qual? Quanto Tempo?

21 Teve perda de peso; diarréia; febre persistente; suores noturnos; ganglios; lesdes no corpo e/ ou boca h4 01 ano?
Sim ( ) Néo ( ) Qual?

22 Teve hepatite apés 11 anos de idade ou contato com sangue, secregdo ou relagéo sexual com portadores de hepatite?
Sim( )Nzo( )

23 Troca ﬁ'equentemente de parceiros (as) sexuais? Sim ( ) Nio ( )

24 Qual o n® de parceiros(as) sexuais no Gltimo ano? Com preservativo? Sim ( ) Nio (

25 | Teve contato sexual com um ou mais parceiro (a) ndo habitual ou desconhecido ou seus respectivos sexuais ha 12
meses? Sim ( ) Nao ( )

26

Teve contato sexuais com garotos (as) de programa? E seu parceiro sexual ? Sim ( ) Nzo ( )
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27 | Teve contato sexual com alguém portador de hepatite, HIV ou outra infec¢éo de transmisséo sexual e sanguinea?
Sim ( ) Néio ( ) Quando?

28 | Teve contato sexual com alguém, ou seu parceiro (a) com comportamento de risco para doengas sexualmente
transmissfveis ? Sim ( ) Néo ( JQuando? -~~~ Tipode Doenga:

29 | Teve relagBes homossexuais e /ou seus parceiros sexuais? Sim ( Yy Néo ()

30 | Deu ou recebeu dinheiro ou drogas para manter relagdes sexuais? Sim ( ) Ndo ( )

31 Teve contato sexual com parceiro que recebeu transfusdo? Sim ( ) Nao ( ) Quando:

32 | Teve contato sexual com parceiro que faz hemodiélise? Sim ( ) Nio ( ) Quando:

33 | Morou na Europa por 5 anos ou mais, apos 1980 até os dias atuais? Sim ( ) Nao ( )

34 | Morou ou permaneceu no Reino Unido ouw/Repiiblica da Irlanda por mais de 3 meses ap6s ano de 1980 até 31/12/96?
Sim ( ) Ndo( )

35 | Recebeu transfusdo de sangue ou seus componente no reino Unido apés 19807 Sim () Nao( )

36 | Veio doar sangue para fazer o teste de Aids? Sim ( ) Néo ( b

37 Viajou por regifio de maléria nos tltimos 6 meses? Sim ( ) Ndo ( )

38 | Recebeu transplante de cérnea ou implante de material biolégico & base de duraméter?

Sim ( ) Ngo ( )

39 | Fez uso de horménio do crescimento? Sim ( ) Né&o ( )

40 | J4 usou algum tipo de droga? J4 compartilhou seringa? Sim ( ) Nao ( ) Qual:

41 | Esteve internado em confinamento obrigatério? Sim ( ) Néo ( ) Por quanto tempo?

42 | Esté gestante? Sim ( ) Néo ( )

43 | Teve parto hé 3 meses? Sim ( ) Nao ( )

44 | Teve aborto h4 3 meses? Sim ( ) Nao ( )

45 | Tem histéria familiar de encefalopatia espongiforme humana, ou teve diagnéstico da doenga? Sim ( ) Nao ( )

46 | Foi vitima de violéncia sexual ou seu respectivo parceiro sexual nos tltimos 12 meses? Sim () N&o ( )

47 | Sofreu acidente com material biolégico e em conseqiiéncia apresentou contato de mucosa e/ou pele néo integra com o
referido material biolégico? Sim( ) Nao ( ) .

48 | Tem ou teve alguma das doengas abaixo? AIDS ( ) Herpes labial  ( ) Sifilis ( ) HPV ( )
Trichomonas Vaginalis ( ) Gonorréia ( ) Problema hepético ( ) Blenorragia ( )  Hipertens#o ( )
Problema pulmonar ( ) Céancer ( ) Hipotens&o ( ) Problema renal ( ) Convuls#o ( ) Maléria ( )
Hipertireoidismo () Reumatismo () Diabetes ( ) Hipotireoidismo () Sangramento ( ) Chagas ( )
Lepra ( ) Febre amarela ( ) Micoses ( ) Herpes genital ( ) Problema cardiaco ( } Hepatite ( )
TBC ( ) Dengue ( ) Zika ( ) Chikungunya ( )

Outras:

49

Vocé tem ou teve algum outro problema de saide que n#o tenha sido perguntado?
Sim( ) N#o( ) Qual




