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RESUMO

A febre do Zika € uma doenca febril infecciosa com sintomatologia similar a causada
por outros arbovirus, mas pode ocasionar alteragdes congénitas ao ser transmitida
pela mée infectada ao feto. Na epidemia do Zika Virus em 2016, os estudos
sugeriam uma diferenca na distribuicao regional da Sindrome Congénita, levantando
a hipétese que em éareas de transmisséo de Febre Amarela onde a cobertura vacinal
€ elevada, como na regido Amazodnica, poderia ter uma protecdo cruzada. Com o
objetivo de descrever a relacdo entre anticorpos antiamarilicos e o desfecho da
gestacdo, um estudo foi desenvolvido em gestantes com doenca exantematica que
apresentaram infeccdo aguda pelo virus Zika confirmada por RT-PCR. Os anticorpos
antiamarilicos foram aferidos por PRNT e foram considerados como desfechos
graves da gestacdo quando houve perda fetal, natimortalidade ou microcefalia no
recém-nascido; desfecho moderado, quando houve parto prematuro, baixo peso ao
nascer e/ou atraso no crescimento intrauterino e sem desfecho indesejado, quando
nenhum destes eventos foi identificado. Foram incluidas 56 gestantes sendo que
nove delas (16,1%) tiveram um desfecho grave, 20 (35,7%) moderado e 27 (48,2%)
nao tiveram evidéncia de desfecho adverso ao parto. O desfecho grave foi mais
frequente entre as gestantes que apresentaram a infeccdo no primeiro trimestre da
gestacdo. Foram evidenciados anticorpos neutralizantes para febre amarela em
nove (100%) das gestantes com desfecho grave, em 16 (80%) com desfecho
moderado (0,62< 0,78< 0,99; 95%) e em 26 (96,3%) das que nenhum desfecho
adverso foi evidenciado, mas nestas Ultimas, a titulacdo dos anticorpos foi mais
elevada. Os nossos dados sugerem que a presenca de anticorpos neutralizantes
antiamarilicos ndo protegeu as gestantes de eventos adversos graves causados
pelo Zika virus, mas um titulo elevado destes pode ter influenciado na gravidade do
desfecho.

Palavras Chaves: Doenca exantematica na gravidez, ZikaVirus, anticorpos
antiamarilicos, PRNT, eventos adversos da gravidez, Vacina para Febre Amarela.



ABSTRACT

Zika fever is an infectious febrile disease with symptoms similar to those
caused by other arboviruses, but it can cause congenital alterations when transmitted
from the infected mother to the fetus. In the 2016 Zika Virus epidemic, studies
suggested a difference in the regional distribution of the Congenital Syndrome,
raising the hypothesis that in areas of Yellow Fever transmission where vaccination
coverage is high, such as in the Amazon region, it could have cross-protection. In
order to describe the relationship between anti-yellow antibodies and pregnancy
outcome, a study was carried out in pregnant women with exanthematous disease
who had an acute Zika virus infection confirmed by RT-PCR. Anti-yellow antibodies
were measured by PRNT and were considered serious pregnancy outcomes when
there was fetal loss, stillbirth or microcephaly in the newborn; moderate outcome,
when there was preterm delivery, low birth weight and/or intrauterine growth
retardation, and no unwanted outcome, when none of these events were identified. A
total of 56 pregnant women were included, nine of them (16.1%) had a severe
outcome, 20 (35.7%) had a moderate outcome and 27 (48.2%) had no evidence of
an adverse outcome at birth. The severe outcome was more frequent among
pregnant women who had the infection in the first trimester of pregnancy.
Neutralizing antibodies to yellow fever were evidenced in nine (100%) of the
pregnant women with a severe outcome, in 16 (80%) with a moderate outcome
(0.62< 0.78< 0.99; 95%) and in 26 (96, 3%) of which no adverse outcome was
evidenced, but in the latter, the antibody titer was higher. Our data suggest that the
presence of neutralizing antibodies against yellow fever did not protect pregnant
women from serious adverse events caused by Zika virus, but a high titer of these

may have influenced the severity of the outcome.

Keywords: Exanthematous disease in pregnancy, ZikaVirus, anti-yellow antibodies,
PRNT, adverse events of pregnancy, Yellow Fever Vaccine.



RESUMO LEIGO

A febre do Zika € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa com sinais e sintomas
parecidos com outros virus transmitidos por mosquitos. E uma enfermidade que
pode gerar problemas neuroldgicos e complicacdes sérias ao serem passadas ao
bebé. A vacinacéo contra a Febre amarela é recomendada em quase todo o Brasil e
promove uma prote¢do duradoura. A Amazonia brasileira é considerada uma regiao
de alto risco para a transmissédo da Febre amarela, e a décadas a vacina é aplicada
nessa populacdo, o que ndo ocorria na regido nordeste, onde houve muitos casos
de Zika. Estudos mostram que existem possibilidades de determinadas vacinas
protegerem o individuo contra infeccbes ou apresentacbes graves de doencas
ocasionada por outros virus. O estudo teve como objetivo relacionar e descrever o0s
niveis de anticorpos de febre amarela com o resultado da gestacdo, em mulheres
que apresentaram infec¢do aguda pelo virus da Zika durante a gravidez, no periodo
de 01/2016 a 12/2016. Foram avaliadas na maioria, mulheres com 24 anos de idade
e casadas. Dentre os resultados apresentados pelas criancas, grande parte nao
apresentou efeito adverso ao nascer. Na avaliacdo da quantidade de anticorpos, as
mulheres que obtiveram baixa taxa de anticorpos tiveram criancas que
apresentaram manifestacdes graves, assim como o0 moderado, porém ndo foi
significativo. Mulheres que tiveram alta quantidade de anticorpos apresentaram a
maioria das criancas sem alteracdo no nascimento. A manifestacao grave da doenca
(ZIKV) nos bebés foram mais frequentes quando houve a infeccdo no primeiro
trimestre da gestacéo, e 0s que ndo apresentaram alteracdo ao nascer, tiveram uma
maior frequéncia no terceiro trimestre da gestacdo. O estudo mostrou que a
presenca de anticorpos de febre amarela ndo influenciou nas manifestacdes graves
ocasionadas pelo virus da Zika na gravidez. Possivelmente, devido a vacinacéo
dessas mulheres ocorrerem nos primeiros anos de vida e a quantidade de
anticorpos diminuirem com o passar dos anos.
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1. INTRODUCAO

1.1A Febre do Zika

E uma doenca infecciosa febril aguda, ndo contagiosa semelhante a outros
arbovirus como dengue, febre amarela e febre do nilo. A infeccdo gera na maioria
dos casos relatados, sintomas leves que podem durar de dois a sete dias, incluindo
exantema, febre baixa, conjuntivite sem secrecao, prurido, poliartralgia, cefaleia e
edema (1,2). Em gestantes o virus pode ser transmitido para o feto, ocasionando
complicagBes neuroldgicas, anomalias ou acarretar ébito fetal, como a sindrome

congénita do Zika ou abortos espontaneos. (3,4).

1.1.2 O Virus da ZIKA

Foi isolado pela primeira vez, no sangue de primatas ndo humanos em abril
de 1947 na floresta de Zika, em Uganda no continente Africano, durante um estudo
vetorial responsavel pelo ciclo silvestre da Febre Amarela, no qual testes de

neutralizacdo confirmaram a presenca de um virus diferente (5,6).

E ocasionada por um Flavivirus, da familia Flaviviridae agrupado ao
sorogrupo Spondweni, com simetria icosaédrica de 50-60nm de didametro. Composto
de 10.794 pares de bases, possui RNA de fita simples, polaridade positiva, com
aproximadamente 11 kilobases (kb). O genoma do virus codifica a sintese de trés
proteinas estruturais (Pré membrana [prM], Capsideo [C] e Envoltério
[E]),responséaveis por formar a particula viral e a organizacdo da estrutura do
envelope, além de sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5) capazes de emitir viruléncia, replicagdo, mecanismos de
reconhecimento determinantes para a patogénese, estabilizacdo do genoma,
traducao e empacotamento do RNA (1,7-10) (FIGURAL).

As andlises filogenéticas mostram que o virus possui duas linhagens distintas:
asiatica e africana. Originaram-se na Africa Oriental, sendo que a linhagem asiética
surgiu durante a migracéo do virus da Africa para o sudeste da Asia. No inicio de
2015 foram detectados casos de infeccdo dessa cepa no Brasil e analises de



sequéncias gendmicas mostraram que estava relacionado ao isolado de 2013 da
Polinésia Francesa. Estudos recentes de filogenia revelaram que o gendtipo

predominantemente encontrado nas Américas € da linhagem asiatica (11,12).
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Figura 1 Organizacdo do genoma e processamento de proteinas do Zika. (A)
Processamento de poliproteina e clivagem de produtos. (B) Topologia da poliproteina na
membrana. Fonte: Adaptado de SHI e GAO, 2017.

1.1.3 Epidemiologia

Os primeiros casos relatados do virus em humanos ocorreu em 1954 na
Nigéria, confirmada pelo isolamento viral e a deteccdo de anticorpos neutralizantes
do ZIKV. A doenga ganhou relevancia com um numero de casos elevados nas ilhas
de Yap, um dos Estados Federados da Micronésia no ano de 2007, com cerca de
73% (5005 dos 6892 residentes) da populacao infectada, no qual relataram um surto
com sintomatologia semelhante ao Dengue, em razado de ja terem enfrentado surtos
desse virus nos anos de 1995 e 2004 (13-15).



Em 2013 na Polinésia Francesa o surto atingiu todos os arquipélagos (67
ilhas distribuidas em cinco arquipélagos). Estima-se que 11% da populacdo tenha
procurado indicagdo médica para a suspeita da doenc¢a. Sendo que a grandiosidade
do surto provavelmente ocorreu devido ao baixo nivel de imunidade do ZIKV na
populacao, e alta densidade de vetores presentes na regiao, visto que o DENV era o
anico virus relatado como o causador das infec¢cdes desde a década de 1960 e, nos

anos de 2011-2013, a circulacdo autéctone do Ross River (16—18).

O virus foi disseminado para outras ilhas abrangendo Nova Caledbnea, ilhas
Cook e de Pascoa, com cepas de Zika filogeneticamente relacionadas as
identificadas na Polinésia (19-21). A primeira transmissdo autoctone no Brasil
ocorreu no inicio de 2015 na regido nordeste do pais, com caracteristicas clinicas
semelhantes a sindrome da dengue e em dezembro desse mesmo ano o Ministério
da Saude estimou 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos de Zika (22—24). Foram
relatados mais de 4000 casos suspeitos de microcefalia até fevereiro de 2016, que
de acordo com esses dados, estudos retrospectivos realizados na Polinésia
evidenciaram aumento no numeros de casos de microcefalia e outras anormalidades
fetais durante o surto de 2013-2014 (25-27).

Com relacdo a expansdo geogréafica do virus um estudo baseado em dados
filogenéticos evidenciaram que o Zika percorreu a mesma rota que outros arbovirus
epidémicos humanos nas Ameéricas (DENV, ZIKV e CHIKV),(FIGURA 2).Tendo
como principal porta de entrada a América Central e Caribe (FIGURA 3) (28).

Em novembro de 2015, o Brasil declara uma Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Nacional (ESPIN), e em fevereiro de 2016 Internacional, devido as
complicagcbes neurologicas relatadas durante o periodo de epidemia. (29). A doenca
ganhou relevancia no final de 2015 com o aumento do numero de casos de
microcefalia, apresentando possibilidade para uma transmisséo vertical devido a
notificacdo prestada pelo Ministério da Saude, revelando vinte vezes mais casos
relatados. Sendo posteriormente comprovada com a detec¢do do virus no liquido
amniotico de fetos com microcefalia (30).

A entrada do virus Zika nho Amazonas, ocorreu em outubro de 2015, quando

foram notificados 159 casos suspeitos da doenca. Em 2016 houve o aumento



expressivo no numero de notificagces com 6.090 casos suspeitos, dos quais 95%
foram em residentes de Manaus (31). Nesse mesmo periodo foram notificados 1.015

casos em mulheres gravidas com 356 confirmacdes laboratoriais (32).
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Figura 2 Reconstrucéo bayesiana do padrdo de propagacdo espaco-temporal do ZIKV. As
redes de transmissdo durante os surtos de ZIKV, assim como sua origem e propagac¢éo, sdo
exibidas pela analise de arvore de abrangéncia minima (MST). Os paises e 0s nds foram
coloridos seguindo a legenda do continente (a). A analise DensiTree mostra a frequéncia de
clados e n6s da abordagem bayesiana. Ramos bem suportados séo indicados por cores
s6lidas. As seqgliéncias em negrito indicam microcefalia associada ao ZIKV e as em italico
indicam que o ZIKV foi importado da Venezuela para a China (b). Arvore filogenética do
MCC bayesiano em escala temporal de sequéncias gendmicas completas de ZIKV que
impdem um relégio molecular relaxado. Os retadngulos azul e amarelo mostram dois clados
monofiléticos bem suportados que ajudam a elucidar a dindmica e a disseminagdo do ZIKV
para diferentes paises. Os algarismos romanos na frente dos retangulos amarelos
representam nossa hipotese para diferentes variantes do ZIKV que circulam atualmente na
América do Sul. As barras azuis horizontais na arvore indicam a incerteza filogenética e os
asteriscos os valores de probabilidade posterior maiores ou iguais a 98% (c). Fonte:

Adaptado de Campos et al. 2018.
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Figura 3 Mapa de rotas dos arbovirus avaliados no estudo. As cores e as setas destacam
as rotas de entrada de DENV, CHIKV e ZIKV para a América do Sul continental. No canto
inferior esquerdo, hd um resumo das rotas tracadas no estudo. Abreviacdes: ARG:
Argentina; BRA: Brasil; BVI = llha Virgem Britanica; CHI: CAClIs: ilhas da América Central e
do Caribe; China; COL: Coldémbia; DOM: Republica Dominicana; FSM: Estados Federados
da Micronésia; HTI: Haiti; IND: india; KHM: Camboja; MTQ: Martinica; Pls: llhas do Pacifico;
PER: Peru; PHL: Filipinas; PRI: Porto Rico; PRY: Paraguai; PYF: Polinésia Francesa; SA:
América do Sul; ATQ: Tailandia; TTO: Trinidad e Tobago; VEN: Venezuela. Fonte: Adaptado
de Campos et al.2018.

1.1.4 Transmissao

O surgimento do ZIKV no Brasil foi de grande impacto, devido a ampla
distribuicdo de vetores (Aedes aegypti, Aedes albopictus) dispersos pelo pais,
principalmente em areas de extensa urbanizagdo, com saneamento basico precario
e falta de controle efetivo do vetor. Outros fatores como alteracdes genéticas,
adaptacdo a novos hospedeiros e viagens sdo de grande importancia para a

propagacéao geogréfica do virus (22,33,34).

O ZIKV, assim como outros Flavivirus sdo transmitidos principalmente por
mosquitos, do género Aedes (Stegomyia), sendo a fonte mais comum de
disseminacdo do virus.(35). Na Africa, o ciclo de transmiss&o silvestre (enzoo6tico)
envolvem primatas ndo humanos e mosquitos arboreos, bem como outras espécies

gue também atuam como vetores na transmissao viral (Aedes africanus, Aedes



albopictus, Aedes vittatus, Aedes furcifer, Aedes hensilli e Aedes luteocephalus)
(36—39) (Figura 4). Em areas urbanas a disseminacéo ocorre em um ciclo humano-
mosquito-humano, que pode ser mediada por duas espécies: A. aegypti e A.
albopictus (este em menor proporcdo), sendo ambos responsaveis por surtos
acometidos pelo ZIKV, embora em outras regides como na llha de Yap e Polinésia
Francesa o0s principais vetores tenham sido das espécies A. hensili e A.
polynesiensis (40) (Figura 4).

Outras vias de transmissdo como a sexual e a presenca viral em secrecdes
vaginais, leite materno, sémen e anal, além da infeccao intra-uterina que ocorre de
mae para o feto durante a gestacdo ja sdo relatadas. (41-44). Em transfusdo de

sangue ainda nao foi confirmada (45,46).
Mosquitos
cicLo CicLo Ae.aegypti
SILVESTRE \ URBANO Sealopcius
/ \ ------ ZIKV pode ser
. transmitido por meio

Chipamzés \ / Mosquitos \ {
Macacos Ae.africanus
Babuinos Ae furcifer

%, sexual e na gravidez
Figura 4 Ciclo de transmisséo do Zika virus. Ciclo de transmiss&o enzodtico entre primatas
ndo-humanos e certas espécies de mosquitos Aedes em florestas. Ciclo de transmisséo
humano-mosquito-humano em area urbana, envolvendo principalmente mosquitos A.
aegypti. Fonte: Adaptado de CDC, PLOS, Reuters.

1.1.5 Zika na Gestacao

Uma das principais caracteristicas dessa infeccéo é a predilecéo pelo sistema

nervoso central impedindo o desenvolvimento neuronal normal, acarretando risco ao



bebé, no qual o virus é capaz de transitar pela barreira placentaria afetando o
desenvolvimento cerebral em fetos (47,48). Os Flavivirus em geral que possuem
predilecdo pelo sistema nervoso central como WNV, JEV e ZIKV, podem causar
patologias envolvendo mielite, encefalite, convulsbes e danos cerebrais
permanentes. Outras como a sindrome de Guillain-Barré, sédo ocasionadas devido a

resposta imune do individuo a infeccéo (49,50).

Durante a epidemia de Zika, foi observado uma possivel associacdo do virus
ao aumento na incidéncia da sindrome congénita no recém-nascido. Tornando-se,
um dos principais impactos ocasionado pela infeccao do ZIKV durante a gravidez. A
sindrome congénita do Zika, possui um espectro clinico que pode variar de leve a

grave com um padrao de deficiéncia encontrado em fetos (51)(52).

A microcefalia € uma das manifestacbes mais marcantes da sindrome
congénita do Zika. O maior risco dessa malformacao ocorre principalmente durante
o0 primeiro trimestre da gravidez que abrange distirbios congénitos incluindo
espasticidade, disfungdo tronco cerebral, neuroimagem anormal apresentando
calcificacbes, = malformagcbes  corticais, hipoplasia do troco cerebral,
ventriculomegalia, além de outras manifestacdes envolvendo convulsdes e disturbios
visuais devido a lesBes maculares e perimaculares bilaterais, assim como

anormalidades do nervo 6ptico (48,53,54).

1.1.6 Diagndstico

O diagnostico laboratorial € baseado na deteccéo direta do virus, levando em
consideracdo o tempo de doenca recorrido, podendo ser adotado a técnica da
Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) convencional ou a Reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-gPCR), que possibilita a detec¢cao do gene através de
sequéncias alvo do DNA, de acordo com a intensidade da fluorescéncia emitida no
produto a ser amplificado, gerando um grafico que indicara o resultado de acordo
com o limiar de deteccdo denominado de Cycle Threshold (Ct), viabilizando o

resultado exposto em uma curva de amplificagéo (55).



Os testes sorologicos tém por objetivo a identificacdo de anticorpos, sendo o
teste imunoenzimatico de captura de imunoglobulina da classe M (Mac-ELISA) e kits
comerciais para Zika que sao utilizados para a deteccdo qualitativa, através de
anticorpos IgM. No entanto h4 evidéncias de reagéo cruzada com outros Flavivirus,
o0 que interfere diretamente na confiabilidade do teste, e que possibilita resultados
falso positivo (56). Outra metodologia sao os testes de neutralizacdo por reducéo de
placas — PRNT, um ensaio que se baseia na quantificacdo indireta de anticorpos
neutralizantes contra um virus especifico. E considerado um método de referéncia
para a analise de respostas imunes protetoras ap0s a vacinagdo, pois € um teste
mais sensivel e especifico, porém néo é utilizada em rotinas, devido a necessidade
de equipe qualificada, equipamentos, alto custo e tempo (57). Exames de imagem
como ultrassom, tomografia ou ressonancia magnética sédo realizados em recém-

nascidos com suspeitas de comprometimento neuroldgico (58).

1.1.7 Tratamento e Prevencao

N&o existe medicacdo ou vacina especifica antiviral para a infeccdo do virus
Zika. A orientacao € baseada de acordo com as evidéncias, por exemplo, € indicado
acetaminofeno para pacientes que apresentarem febre ou queixa de dores e anti-
histaminico para exantema pruriginoso, além de repouso e ingestao de liquido para
evitar a desidratacédo (34). As medidas de prevencao incluem a utilizacao de calcas
compridas, roupas de cores claras, repelentes de insetos, mosqueteiros, além das
estratégias comunitarias para a eliminacao de possiveis locais para reproducéo do

mosquito (45).

1.2 Febre Amarela

A Febre Amarela foi uma das enfermidades infecciosas mais graves e de alta
mortalidade nos séculos XVIII e XIX na América e permanece sendo uma doenca de

grande importancia na saude publica. Principalmente em areas endémicas, no qual



abrange na maior parte florestas tropicais da Africa e América do Sul onde ocorrem

surtos isolados ou epidemias (59).

O primeiro relato da Febre Amarela foi encontrado em um manuscrito Maia, no
ano de 1648. Pela anélise da sequéncia do genoma, o virus aparenta ter evoluido de
outros virus transmitidos por mosquitos ha 3000 anos, principiado na Africa e
importado para as Ameéricas durante o trafico negreiro (60)(61). O panico da doenca
era resultante da dificuldade de distingui-la de outras enfermidades tropicais como
malaria e dengue, além da crenca de que a doenca era transmitida pelo ar. Em
1900, o meédico Walter Reed, da Comissdo de Febre Amarela do Exército dos
Estados Unidos demonstrou através de experimentos em voluntarios humanos, que
a infeccdo era transmitida pelo mosquito ao homem. Desde entdo, diversas
campanhas foram realizadas a fim de combater o vetor em lugares no qual a Febre

Amarela era considerada um problema de saude publica (62) .

No Brasil a primeira epidemia descrita, ocorreu em 1685 na cidade de Recife
(59). Entre 1928 e 1929 o Rio de Janeiro enfrentou uma epidemia com mais 700
casos e mais de 400 mortes. Com a implementacdo da campanha de vacinacdo, em
1955 o Brasil assim como outros paises sul-americanos conseguiram eliminar o
Aedes aegypti do seu territdrio, no qual ressurgiu entre os anos de 1967-1976. Entre
1990 e 1993 todos os casos de infeccao registrado no Brasil ocorreram nas regides
norte, centro-oeste e nordeste (63).

Existem cerca de 80.000 a 200.000 casos de febre amarela no mundo, com
namero de fatalidade estimada entre 30.000-60.000, e uma taxa de letalidade que
varia entre 20-60%(64). A FA silvestre é endémica na Regido Amazobnica, que
abrange parte da América do Sul e esta presente ativamente no continente Africano.
Sao registrados ocasionalmente periodos epizooticos/epidémicos, caracterizando as
reemergéncias do virus nos paises. Os surtos geralmente ocorrem, quando existem
condi¢cdes favoraveis a transmissdo, como temperaturas elevadas, pluviosidade,
densidade de vetores, hospedeiros primarios e baixa cobertura vacinal. O episodio
mais recente, ocorreu entre 2008-2018 na regido Extra- Amazobnica, que alcancou
areas de dominio de Mata Atlantica atingindo popula¢gbes ndo imunizadas ao virus
(Figura.5 e 6) (65).
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Figura 5 Areas endémicas do virus da febre amarela (YFV) e distribuicio epidemiologica de
surtos de febre amarela (FE) desde 1950. Adaptado de Douan et. al 2018.
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Fonte; Sistema de Informagao de Agravos de Notificagao (SINAN)/MS. Data de atualizagao dos dados: 23/05/2019.

Figura 6 Casos humanos e epizootias em primatas ndo humanos de Febre Amarela
silvestre por municipio de infec¢éo ou de ocorréncia, Brasil, 1998/1999 a 2018/2019.



11

1.2.1 Estruturado YFV

O virus da Febre Amarela pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, e é
composta por pelo menos 70 espécies de virus, responsaveis por uma variedade de
doencas ocasionadas em homens e animais. S&o virus esféricos, envelopados, que
medem de 40-60 nm de diametro. Possui um capsideo icosaédrico, contendo um
RNA de fita simples, polaridade positiva e com aproximadamente 11 kb. E composto
de um genoma com 10.862 nucleotideos e uma regido codificante, possuindo cerca
de 10.233 nucleotideos capazes de formar proteinas virais estruturais e nao-
estruturais na ordem 5'-C-prM-E-NS1-Ns2a-Ns2b-NS3-Nsd4a-Ns4b-NS5-3' (66—68).
As regides nao codificantes sdo importantes para a regulacdo e expressao do virus.
O RNA mensageiro e tradutor promovem a sintese de uma poliproteina de 3411
aminoacidos que resulta em 10 polipeptideos virais especificos. A proteina C junto
com o RNA formam o capsideo viral e a glicoproteina pré-M, que € precursora da
proteina estrutural, e a proteina E origina o envelope. As proteinas estruturais sdo
formadoras da estrutura basica da particula viral e sdo responséaveis pela reacao do
organismo frente a uma infeccdo. As proteinas ndo estruturais sdo responsaveis
pelas atividades reguladoras e de expresséo do virus como replicacdo, viruléncia e

patogenicidade (67).

1.2.2 Transmissao

Através de diferentes vetores hematéfagos, as trés possiveis formas de
transmissédo evidenciadas na transmissao do virus da Febre Amarela séo a silvestre,
intermediaria e urbana. Sendo as predominantes no territorio brasileiro as
transmissoes silvestres e urbanas (Figura 7). A Febre Amarela Silvestre ocorre em
florestas tropicais, tendo os macacos como 0s principais reservatérios do virus
amarilico, no qual a serem picados por mosquitos do género Haemogogus
(H.janthinomys, H. albomaculatus), e Sabethes (S.chloropterus) transmitem o virus
para outros primatas ndo humanos, principalmente do género Allouata(macaco

guariba), Cebus (macaco prego), Atelles e Callithrix. A infeccdo em humanos
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decorre da entrada do virus em areas de ciclo enzo6tico natural, onde séo picados e
desenvolvem a doenca. A Febre Amarela Intermediaria, geralmente ocorre no
continente africano, que se reproduz tanto na natureza quanto ao redor das familias,
infectando primatas ndo humanos e individuos da regido. A Febre Amarela Urbana,
decorre quando a pessoa infectada, introduz o virus em areas de elevado numero
populacional, com alta densidade de mosquitos Aedes aegypti proporcionando o
desenvolvimento da doenca em individuos ndo imunes, e tornando viavel a

transmissao do virus a pessoa (69,70).

Silvestre
O mais comum; ocorre em areas rurais e de mata

0 mosquito pica um macaco

infectado e depois pica o
homem, transmitindo a doenca

Macaco (principal Mosquitos silvestres, Homem

hospedeiro como o Haemagogus (hospedeiro

do virus) ou o Sabethes (vetor) acidental)
Urbano

Nao é registrado no Brasil desde 1942
0 maosquito pica um homem infectado,

e depois pica outro homem; ndo ha
transmissdo direta entre humanos

Mosquito Aedes Homem (lnico
aegypti (vetor) hospedeiro)

Figura 7 Ciclo de transmisséo Silvestre e Urbano. Fonte: folha.uol.com.br
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1.2.3 Patogénese

O desenvolvimento da doenca no individuo, acontece apds a introducdo do
virus amarilico na circulacdo do individuo. As particulas virais atingem linfonodos,
células linféides e macréfagos, que posteriormente sdo levadas pelos vasos
linfaticos até a corrente sanguinea e figado. O periodo de viremia varia de acordo
com a apresentacéo clinica, desde formas leves, no qual séo apresentadas em 90%
dos casos, resultando em febre, cefaleia e mal-estar. Apés a remissdo, alguns
pacientes podem evoluir para sintomas mais severos da doenca como febre
hemorragica, trombocitopenia, ictericia, insuficiéncia hepatica e renal, podendo
desencadear a uma disfuncdo generalizada e morte (71). O YFV possui tropismo por
células do figado, que induzem apoptose e necrose dos hepatdcitos, que ao ser
combinado com a esteatose resulta na diversidade de danos no tecido hepético
observados durante a infeccéo, além de lesbes que podem ocorrer no coragao, timo,
rim e baco (Figura 8). O efeito citopatico € sugerido devido a resposta imune, que
gera uma reagao desequilibrada de citocinas e promove fatores de hepatotoxicidade
e a doenca (64,71).
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Figura 8 Patogénese da Febre Amarela. Modelo esquemético do processo de patogénese
induzida por YFV. Adaptado de Douam, F., & Ploss, A. (2018).

1.2.4 Diagnoéstico

E considerado um caso suspeito, o individuo com exposicdo em areas de
riscos ou ambientes silvestres com até sete dias de infec¢cdo aguda presente ou



15

relatada, acompanhada de dois ou mais sinais e sintomas (cefaleia, mialgia,
calafrios, mal-estar, nauseas, ictericia), e que nado possua comprovante de

vacinacao ou que tenha recebido a vacina ha menos de 30 dias.

7

Caso confirmado, € relatado quando o individuo confirma positivo para a
presenca do virus ou anticorpo, através do diagnostico laboratorial. Os Exames
laboratoriais inespecificos auxiliam na identificacdo das formas mais graves e no
manejo do paciente. O diagndstico especifico pode ser detectado pela forma direta,
identificando o antigeno viral em amostras de sangue ou tecido, através da biologia
molecular e isolamento viral. A forma indireta é realizada atravées de métodos
sorolégicos que detectam imunoglobulinas IgM indicando infec¢ao recente e IgG a

anticorpos de memoria (70,72).

1.2.5 Tratamento e Prevencéo

N&o h& medicacao antiviral especifica para a doenca. O tratamento é apenas
sintomatico sob hospitalizacdo, repouso e ingestdo de liquidos (70). A vacinacao é
uma das formas mais eficazes para a prevencdo da doenca, sendo capaz de

controlar surtos e evitar a transmisséo em regides epidémicas (61).

Outras medidas de protecao indicadas em areas de risco sao: usar repelentes de
insetos de acordo com as orientacdes do fabricante, proteger a pele com o uso de
blusas e calgas compridas, passar o maior tempo em areas refrigeradas com portas
e janelas fechadas ou protegidas por tela para impedir a entrada de mosquitos e
dormir sob mosqueteiros, principalmente criancas menores de 6 meses que nao
podem receber vacina e fazer uso de repelentes. Outra medida de fundamental
importancia, € o controle de vetores, responsaveis pelo combate na disseminacao
do patdgeno, na eliminacdo de criadouros de mosquitos em depoésitos de agua,
como pogos, fossas e caixas d’agua além do controle quimico com larvicidas e

campanhas de saude informando as medidas de combate (70).
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1.2.6. A Vacina Antiamarilica

A vacina atenuada da Febre Amarela é produzida nacionalmente desde 1937
pela Biomanguinhos (Fiocruz) a partir da cepa 17DD derivada do virus amarilico
selvagem. A vacina € fabricada com extrato de embrido de frango infectado e é
utilizada na prevengao da Febre Amarela em viajantes, imunizagdo de criangcas em
areas endémicas e em emergéncia durante surtos. E administrada em um volume de
0,5 mL pela via subcutédnea, em dose Unica, sendo um imunobiolégico que possui
uma resposta eficiente e segura contra o virus, induzindo uma imunidade que
persiste por no minimo 10 anos, e possivelmente por toda a vida quando
administrado a dose de reforgo, possibilitando uma protecdo duradoura de 90-98%
(66). Os anticorpos protetores surgem entre o sétimo e o décimo dia apls a

aplicacao da vacina, com relatos raros de eventos adversos (70).

A imunizacdo aumenta diretamente a expectativa de vida e reduz a
mortalidade, principalmente em mulheres gravidas no qual o risco de morbidade é
mais frequente. A vacinacédo antes da gestacdo evita anomalias congénitas, aborto
espontaneo, baixo peso ao nascer e parto pré-maturo. Além de promover formas
assintoméaticas ou leves da doenca, em criancas cujas maes foram vacinadas e

transmitiram (via transplacentaria durante a gestacao) anticorpos maternos (73).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) existem
recomendacdes com doses fracionadas da vacina. Levando em consideragdo o0s
cuidados com criancas, podendo tomar aquelas com dois anos ou mais de idade,
gue ndo apresentem condi¢cbes clinicas especiais, adolescentes, gestantes e
mulheres que moram em &reas de risco e que estiverem amamentando criancas
com menos de seis meses. No entanto o aleitamento deve ser suspenso por 10 dias

apos a imunizagéo (74).

Dentre as contraindicacdes a vacina ndo € recomendada para criancas
menores de seis meses de idade, individuos que fazem uso de medicacdes

antimetabolicas ou modificadores do curso da doencga, pacientes transplantados de
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orgaos solidos e individuos com doenca oncologica em quimioterapia, radioterapia e

portadores de doencas autoimunes (74).

No periodo de 2005-2014 havia uma extensa area de recomendacédo vacinal
contra Febre Amarela para varios estados: Acre, Amapa, Amazonas, Par4,
Rondobnia, Roraima, Distrito Federal, Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Maranhdo, Minas Gerais e parte dos Estados da Bahia, Piaui, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 9) (75).

Coberturas Vacinais
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> 90%

[IMunicipios com registro de casos humanos
e/ou epizootias em PNH confirmados para FA
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0 700 1400 2100 b
| r . y &
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Figura 9 Coberturas vacinais acumuladas para a vacina da Febre Amarela por municipio,
Brasil, 2005-2014. Fonte: CGPNI/DEVIT/SVS/MS; Sinan; CGDT/DEVIT/SVS/MS.

Com a intencdo de ampliar a cobertura vacinal no Brasil, em 2020 o Ministério
da Saude recomendou um reforco da vacinagcdo aos quatro anos de idade, pois
embora uma dose seja capaz de imunizar o individuo por toda a vida, quando
utilizadas em criancas muito novas (aos nove meses) pode comprometer a eficacia
da vacina. Além disso, nem todos os estados eram considerados de risco

epidemioldgico ou prioritarios para justificar a precisdo de uma cobertura vacinal.
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Agora todo o territério nacional e mais de mil municipios do Nordeste brasileiro

fazem parte da vacinacao para Febre Amarela (76).

1.2.7 Imunidade Cruzada

Os Flavivirus, possuem a capacidade de conferir protecdo imunoldgica
cruzada apos infeccdo a outros virus da mesma familia, o que dificulta o diagnéstico
correto, sendo necessario a confirmagdo com outros testes especificos. Isso ocorre,
guando a memoaria imunolégica resultante de um combate a um patdégeno conhecido
pelo organismo, também age contra um novo virus que possua semelhanca com
agente infeccioso anterior. Ou seja, consiste na capacidade de linfécitos B ou T que
atuam na resposta adaptativa reconhecerem proteinas ou sequéncias de um

patdgeno e identifica-los em outro micro-organismo (77).

Um estudo realizado nos Estados Unidos evidencia uma protecdo cruzada
entre virus relacionados antigenicamente pertencentes a mesma familia a base de
vacinacdo. No qual a vacina da encefalite japonesa inativada (JEV) adicionada a um
adjuvante, que foi a vacina da Febre Amarela, forneceu um potente efeito que
viabilizou estimulo aos fatores imunes inatos criticos promovendo uma protecao
cruzada ao virus do WNV (78). Outro estudo levantou a hip6teses de a vacina da
febre amarela induzir uma protecéo cruzada contra o virus Zika. A pesquisa mostrou
o efeito protetor do imunobiol6gico em camundongos imunocompetentes infectados
com o ZIKV resultando na reducdo da mortalidade de camundongos e uma
diminuicdo substancial na carga viral cerebral (79). Em outra literatura, notaram que
a pré-imunidade a vacina da Febre Amarela pode aumentar o nivel de anticorpos
neutralizantes de reacéo cruzada duraveis contra 0os quatro sorotipos de Dengue em

receptores humanos de uma vacina viva contra a dengue-2 (80).

Outros estudos evidenciam o efeito da protecdo imunoldgica cruzada: O
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) € uma vacina atenuada utilizada na imunizacao
contra a tuberculose e tem a capacidade de induzir uma imunidade treinada

possibilitando uma protecdo contra micro-organismos diferentes do Mycobacterium
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tuberculosis (81). Alguns estudos realizados para o virus da Covid-19 no qual
utilizando diversos ensaios para anticorpos que reconhecem as proteinas SARS-
CoV-2 foi detectado uma imunidade humoral pré-existente (77). Pesquisas
relacionadas a Dengue demonstrada experimentalmente € notada a presenca da
imunidade pré-existente que é capaz de neutralizar e proteger contra a infeccdo do
ZIKV, associando a uma reducdo na infeccdo e sintomas (82). Em relacdo aos
efeitos adversos em nivel populacional, um estudo brasileiro observou que em areas
com grandes epidemias de Dengue nos ultimos seis anos obtiveram-se taxas mais
baixas de microcefalia (83). E outro estudo de caso-controle realizado no Nordeste
apresentou resultados sugestivos que a infeccdo por DENV multitipica tem acéo de
protecdo em vez de aumentar, o desenvolvimento de sindrome congénita pelo virus
da Zika (84). Na ltalia foi realizado um estudo entre cinco gestantes, no qual trés
eram imunologicamente reativas ao DENV-ZIKV e duas eram nao reativas ao DENV.
Os ensaios mostraram que a imunidade pré-existente em maes experimentadas ao
Dengue pode desempenhar um papel de protecdo cruzada ndo transmitindo ZIKV

para o feto (85).

Outro estudo através de analises espaciais utilizando municipios brasileiros
lancou a hip6tese de que mulheres gravidas em regides com cobertura vacinal
contra febre amarela alta podem gerar filhos com um risco menor de desenvolver

microcefalia (86).

1.3 Justificativa

7

A Amazobnia brasileira é considerada ha tempos area de potencial risco de
infeccdo para Febre Amarela, e por décadas a vacina antiamarilica € utilizada em
massa nessas populacdes. O que ndo acontecia em Estados de outras regides
brasileiras, principalmente no Nordeste. Nessa regido, os dados epidemiologicos
oficiais revelam uma intensa circulacdo do virus Zika. E estudos recentes
evidenciam a possibilidade de protecdo cruzada tanto em patégeno quanto em

vacina.
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Diante desses cenarios, o presente estudo foi desenvolvido a fim de estabelecer
uma possivel relacdo protetora entre titulacdo de anticorpos antiamarilicos e
protecdo contra desfechos adversos da gestacdo em mulheres com infec¢cao por

Zika, em uma regido com imuniza¢cdo macica contra Febre Amarela.
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2. OBJETIVOS

2.1Geral

Relacionar e descrever os niveis de anticorpos antiamarilicos com o desfecho da
gestacdo em mulheres que apresentaram infec¢do aguda pelo virus da Zika durante

a gestacao.

2.2. Especificos

e Descrever fatores sociodemograficos da casuistica;

e Descrever o desfecho da gestacéo;

e Avaliar titulos de anticorpos antiamarilicos como possivel fator de protecao
para desfechos adversos da gestacao.
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Resumo

A febre do Zika € uma doenca febril infecciosa com sintomatologia similar & causada
por outros arbovirus, mas pode ocasionar alteragdes congénitas ao ser transmitida
pela mée infectada ao feto. Na epidemia do Zika Virus em 2016, os estudos
sugeriam uma diferencga na distribuicao regional da Sindrome Congénita, levantando
a hipétese que em éareas de transmisséo de Febre Amarela onde a cobertura vacinal
é elevada, como na regido Amazonica, poderia ter uma protecdo cruzada. Com o
objetivo de descrever a relacdo entre anticorpos antiamarilicos e o desfecho da
gestacdo, um estudo foi desenvolvido em gestantes com doenca exantematica que
apresentaram infeccdo aguda pelo virus Zika confirmada por RT-PCR. Os anticorpos
antiamarilicos foram aferidos por PRNT e foram considerados como desfechos
graves da gestacdo quando houve perda fetal, natimortalidade ou microcefalia no
recém-nascido; desfecho moderado, quando houve parto prematuro, baixo peso ao
nascer e/ou atraso no crescimento intrauterino e sem desfecho indesejado, quando
nenhum destes eventos foi identificado. Foram incluidas 56 gestantes sendo que
nove delas (16,1%) tiveram um desfecho grave, 20 (35,7%) moderado e 27 (48,2%)
nao tiveram evidéncia de desfecho adverso ao parto. O desfecho grave foi mais
frequente entre as gestantes que apresentaram a infeccdo no primeiro trimestre da
gestacdo. Foram evidenciados anticorpos neutralizantes para febre amarela em
nove (100%) das gestantes com desfecho grave, em 16 (80%) com desfecho
moderado (0,62< 0,78< 0,99; 95%) e em 26 (96,3%) das que nenhum desfecho
adverso foi evidenciado, mas nestas Ultimas, a titulacdo dos anticorpos foi mais
elevada. Os nossos dados sugerem que a presenca de anticorpos neutralizantes
antiamarilicos ndo protegeu as gestantes de eventos adversos graves causados
pelo Zika virus, mas um titulo elevado destes pode ter influenciado na gravidade do
desfecho.

Palavras Chaves: Doenca exantematica na gravidez, ZikaVirus, anticorpos
antiamarilicos, PRNT, eventos adversos da gravidez, Vacina para Febre Amarela.

Introducéo

A Febre do Zika é uma doenca exantematica infecciosa aguda com
apresentacdo sintomatica geralmente leve, que podem durar de dois a sete dias,
com relatos similares a infecgcdo de outros arbovirus. Incluindo exantema, febre
baixa, cefaleia, conjuntivite sem secrec¢ao, prurido, poliartralgia e edema (1,2). Em

gestantes, o virus pode ser transmitido para o feto, ocasionando complicacdes
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neuroldgicas, anomalias ou acarretando em Obito fetal, como a sindrome congénita
do Zika ou abortos espontaneos (3,4). A primeira transmissao autéctone no Brasil
ocorreu no inicio de 2015 na regido nordeste do pais, com caracteristicas clinicas
semelhantes a sindrome da dengue e em dezembro desse mesmo ano o Ministério
da Saude estimou 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos de Zika (5-7). Foram
relatados mais de 4000 casos suspeitos de microcefalia até fevereiro de 2016. De
acordo com o boletim epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Saude em
relagdo ao ano de 2015 até 2020, houve 19.492 casos suspeitos e 3.563
confirmados de sindrome congénita de Zika. Entre 2015 e 2019 concentrou-se a
maioria dos casos confirmados na regido Nordeste (n=2.207; 61,9%), seguido da
regido Sudeste (n=735; 20,6%)(8). A Febre Amarela € uma doenca endémica na
regido amazonica e a vacinacgdo € a principal ferramenta utilizada para prevencéao e
controle da propagacdo da doenca, além de atuar diretamente no aumento da
expectativa de vida e reducdo da mortalidade em mulheres gestantes, no qual o
risco de morbidade é elevado (9,10). Ha estudos que evidenciam a possibilidade de
protecdo cruzada, tanto em vacina quanto em patdégeno, diminuindo os riscos de
infeccdo e o agravamento de doencas (11,12). O presente estudo foi desenvolvido a
fim de estabelecer uma possivel relacdo protetora entre a presenca de titulos de
anticorpos antiamarilicos e protecdo contra desfechos adversos da gestacdo em
mulheres com infeccdo por Zika, em uma regido com imunizagdo macica contra
Febre Amarela. Com o objetivo de relacionar e descrever 0s niveis de anticorpos
antiamarilicos com o desfecho da gestacao em mulheres que apresentaram infeccao

aguda pelo virus da Zika durante a gestacéo.

Materiais e Métodos
Amostras Clinicas

Foram analisadas 56 amostras de um banco de 160 amostras coletadas de
gestantes com infeccdo aguda de Zika entre janeiro a dezembro de 2016. As
participantes foram recrutadas na Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD), a partir da demanda espontanea no ambulatério da
Fundacdo.



25

Classificacao dos desfechos adversos

Para o presente estudo foram definidos como efeitos adversos graves 0s
casos de aborto, natimorto e microcefalia, como efeitos moderados aqueles que
apresentavam baixo peso ao nascer ou parto pré-termo e sem efeito adverso

guando nenhum deles foi evidenciado.

Virus Estoque

A linhagem celular Vero foi mantida em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, GIBCO) a 28 °C. Os meios de crescimento foram suplementados
com 10% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO), 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de
estreptomicina (GIBCO). Os estoques virais foram produzidos utilizando a cepa
selvagem wtYFV#3 (Laboratério de Flavivirus, FIOCRUZ, Brasil) e propagados
conforme descrito em protocolo. O sobrenadante foi colhido 5 dias pés-infecc¢éo (dpi)
e 0s estoques virais foram titulados por ensaio de placa.

Titulacéo do Virus

A dosagem do titulo viral foi realizada pela contagem de placas produzida em
monocamadas de células Vero e expresso em unidades formadoras de placas/ mL
(PFU/mL). Foram utilizadas placas de 6 pocos com células inoculadas 24h antes do
uso. A titulacéo foi efetuada a partir da diluicdo seriada de 10™* a 10° da amostra
viral, seguindo a inoculagao de 100u L das diferentes diluicbes em placas de 6 pogos
contidas com as monocamadas celulares. A placa foi mantida em estufa a 37°C com
5% de CO2, sendo homogeneizada a cada 10 minutos durante uma hora. Apés o
descarte do excesso de virus foi adicionado 2 mL de carboximetilcelulose (CMC). E
apos sete dias a placa foi fixada com formaldeido a 10% e corada com cristal
violeta. O titulo foi obtido de acordo com o calculo presente no protocolo, expresso
em PFU/mL.
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Testes de neutralizacédo de reducao de placa (PRNT)

A linhagem de células Vero, foi mantida em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. Os meios
de crescimento, foram suplementados com soro fetal bovino (SFB) 10% (GIBCO) e
100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (GIBCO). As amostras de
soro, foram inativadas a 56°C por 60 min e submetidos ao ensaio para determinar 0s
titulos de anticorpos de neutralizacdo especificos, conforme o ensaio descrito em
protocolo. O PRNT, foi executado em placas de cultura de 6 pogos, com 400.000
células Vero por poco, o inoculo de virus a 50 PFU foi submetido a vérias diluicées
de soro (1:20-1:640). As placas, foram fixadas com formol 10% e depois corados
com cristal violeta. Os titulos de PRNT, foram expressos de acordo com a maior
diluicdo de soro que inibiu 80% das placas (PRNT80). As amostras com PRNT80

<20 foram considerados negativas.

Etica

O consentimento informado por escrito foi obtido de cada paciente para o
estudo, com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
sob a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), CAAE 60168216.2.0000.0005),

parecer sob niumero de aprovacao 2.375.813 versao 3.

Anélise Estatistica

Todos os dados foram armazenados em planilha Excel (Microsoft, Redmond,
WA, EUA) e analisados usando o Epi Info 7 (Centers of Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, EUA) para analise de frequéncias e software R Studio para

obtencéo de Risco Relativo.
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Resultados

A distribuicdo das caracteristicas das gestantes inclusas estdo apresentadas
na tabela 1 em relacdo a presenca ou auséncia de anticorpos antiamarilicos. As
mulheres sdo adultas com média de 24 anos, casadas, com algum nivel de

escolaridade e primiparas.

Os resultados apresentados em relacdo aos desfechos apresentado pelas
criancas foram: 16,1% (09/56) graves, 35,7% (20/56) moderado e 48,2% (27/56) que
nao apresentaram efeito adverso ao nascer. Foi evidenciado a presenca de
anticorpos neutralizantes para febre amarela em 100% (09/09), (RR 1; 95%) dos
desfechos graves, 80% (16/20),(RR 0,78; 95% IC 0,62-0,99) moderado e (26/27)
96,3% ( RR 0,96; 95% IC 0,89-1,03) sem efeito adverso ao nascer conforme mostra

a tabela 2.

O desfecho grave apresentou uma frequéncia maior no primeiro trimestre
(5/6) 83,3% e o0 sem efeito adverso ao nascer no terceiro trimestre (18/27) 66,7%,
tabela 3. Para avaliacdo da titulacdo de anticorpos foi utilizado o PRNT 80 com
titulacdes variando <20 (negativo) a >640 (positivo) conforme mostra as figuras 1 e 2
respectivamente, obtendo a maioria das amostras positivas para a presenca de

anticorpos antiamarilicos e quatro negativas, possivelmente ndo vacinadas, tabela 2.

Em relacdo a frequéncia dos desfechos e a titulacdo de anticorpos, a maior
parte dos desfechos graves apresentou titulacdo de 40 e 80 (6/9) que corresponde a
66,7%, assim com o desfecho moderado (11/20) que equivale a 45%. O desfecho
sem alteracdo apresentou titulos maiores entre 160 a >640 (14/27) que corresponde
a 51,8%, conforme mostra a tabela 4.
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Tabela 1- Caracteristicas epidemioldgicas maternas considerando a presenca ou auséncia

de anticorpos antiamarilico.

Caracteristica Positivo(%) Negativo(%)
Estado civil

Solteira 19 (37,2) 4 (80)
Casada 24 (47 1) 1 (20)
Nao coletado 8 (15,7) -
Escolaridade

Ensino Médio 19 (37,2) 2 (40)
Ensino Médio Incompleto 5 (9,8) -
Ensino Superior 8 (15,6) -
Ensino Superior Incompleto 4 (7.8) -
Ensino Fundamental 1(2,0) 1(20)
Ensino Fundamental 6 (11,8) (40)
Incompleto

Ignorado 8 (15,8) -
Paridade

Nenhum Parto 16 (31,4) 3 (60)
Um Parto 6 (11,8) 1 (20)
Dois Partos 6 (11,8) -
Trés Partos 2(3,9) -
Quatro Partos 1(1,9) -
Ignorado 20 (39,2) 1(20)

Tabela 2- Caracteristicas maternas com presenca ou auséncia de anticorpos antiamarilicos

em relagdo ao trimestre de gestacéo e desfechos encontrados.

Caracteristica Positivo (%) Negativo (%) RR?(IC95%)
Trimestre gestacional
1° 14 (100) - 1
2° 10 (71,4) 4 (28,6) 0,27(0,10-0,71)
3° 26 (96,3) 1(3,7) 0,33(0,13-0,83)
Total 05° -

Desfechos na

gestacao
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Desfecho grave 9 (100) - 1
Desfecho moderado 16 (80) 4 (20) 0,78(0,62-0,99)
Desfecho sem
alteracdes 26 (96,3) 1(3,7) 0,96(0,89-1,03)
Total 51 05 -

® Risco Relativo;
b . ~ . .
Uma amostra sem informagdo de trimestre gestacional

Tabela 3- Distribuicdo do desfecho da gestacdo em mulheres expostas ao virus Zika,
segundo o trimestre da infec¢do. Coorte de Manaus.

Frequéncia Frequéncia
Frequéncia Desfecho Desfecho Sem
Trimestres  Desfecho Grave (%) Moderado (%) Alteracéo (%)
1 5(83,3) 3(15,8) 3(11,2)
2 - 8 (42,1) 6 (22,2)
3 1(16,7) 8(42,1) 18 (66,7)
Total 6 19 (100) 27 (100)

Tabela 4- Distribuicdo do desfecho da gestacdo em mulheres expostas ao virus Zika,
segundo a titulacdo do PRNT 80 em relagéo aos diferentes desfechos.

Titulacéo Frequéncia Frequéncia Frequéncia
PRNT80 Desfecho Grave Desfecho Desfecho Sem
(%) Moderado (%) alteracao (%)
<20 - 4 (20) 1(3,7)
20 1(11,1) 1 (5) 3(11,1)
40 3 (33,3) 7 (35) 6 (22,2)
80 3(33,3) 4 (20) 3(11,1)

160 1(11,1) - 4 (14,8)
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320 - 2 (10) 6 (22,2)
640 1(11,1) - 1(3,7)

>640 - 2 (10) 3(11,1)
Total 9 (100) 20 (100) 27 (100)

Figura 1- Imagem do teste de PRNT com controle negativo nas diluicbes de 1:20 a 1: 640.
Nota-se uma maior quantidade de placas em cada poco indicando destruicéao celular.

Figura 2- Imagem do teste de PRNT com amostra positiva para febre amarela realizada nas
diluicbes de 1:20 a 1: 640. A regido em roxo, indica o tapete celular ndo destruido e os
pontos brancos representam a placa viral.
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Discussao

Foi avaliada uma populacdo de mulheres gravidas exantematica no periodo
de epidemia do virus Zika. Os eventos adversos foram observados e categorizados
de acordo com a gravidade ou ndo dos casos apresentados. Os resultados adversos
graves no feto, como aborto espontaneo, natimorto ou microcefalia foram mais
frequentes em gestantes que tiveram a infeccdo no primeiro trimestre da gestacao
como ja evidenciado em estudos anteriores (13,14). Ha um estudo brasileiro com
hipétese em relacdo a frequéncia de desfechos mais graves, como a microcefalia na
regido nordeste e com menores taxas na regiao norte do pais, realizado através de
agrupamentos de espacgo-temporal populacional. Que infere a pequena proporcao
de desfecho grave da regido norte, estar associada a cobertura vacinal de febre
amarela existente na regido, devido ser uma area endémica para a febre amarela,
além de possuir semelhanca estrutural e clinica de ambos os virus, haveria a
possibilidade que os descendentes das gestantes tivessem menores riscos de

apresentarem microcefalia e a sindrome congénita do Zika (15).

Porém, a maioria das amostras avaliadas no presente estudo mostraram
positividade a presenca de anticorpos neutralizantes em relacdo a doenca, mas a
maioria das gestantes foram infectadas no terceiro trimestre, o que traz baixas
possibilidades de alteragdes no desenvolvimento e desfechos graves de acordo com
os dados analisados.

7z

Na regido amazonica a vacinacdo geralmente é realizada a partir dos 9
meses de idade, e estudos recentes relatam que criancas submetidas a vacina antes
dos dois anos de idade possuem probabilidade de apresentarem menores taxas de
soroconversao apos uma unica dose (16), e criancas até 10 anos de idade podem
apresentar um declinio substancial de protecdo apds avaliacdo de imunidade a
longo prazo (17), o que poderia estar relacionado com as participantes que
apresentaram negatividade nas amostras para a presenca de anticorpos ou
simplesmente n&o terem sido vacinadas. Em individuos adultos foi observada uma
gueda na taxa de soropositividade apés dez anos de vacinacdo (16,18) o que

provavelmente influencia na presenca de anticorpos e na protecao do individuo.
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Quanto a protecao cruzada de diferentes vacinas, existe a hipétese de que a
vacina da febre amarela pode induzir uma protecéao contra o ZIKV, virus que sao da
mesma familia e compartilham epitopos que podem ser evocados no mecanismo de
prote¢do. Um estudo realizado em camundongos submetidos a uma dosagem da
vacina YFV 17DD proporcionou protecdo contra o ZIKV, diminuindo a carga viral no
cérebro dos camundongos e prevenindo a perda de peso. Ha efeito positivo em
relacdo a protecao e o tempo de duracdo da vacina tem influéncia na imunidade, nas
primeiras semanas, apresentaram protecdo total aos efeitos adversos do virus e a
partir da quinta semana decaiu parcialmente. O estudo evidenciou uma eficaz
protecdo de camundongos adultos, porém, ndo de sucessores, sendo o Unico teste
realizado em relacdo aos filhotes o de aleitamento, que mostrou-se negativo para

protecdo (11).

Outro estudo brasileiro realizado em individuos adultos primovacinados e
revacinados com a vacina YFV 17DD em um periodo de seis meses, relataram
pontos positivos em relacdo a neutralizacdo cruzada contra o virus da Zika, inferindo
a possibilidade de protecéo (12). A vacina contra a YFV evidencia aspectos positivos
na protecdo contra o Zika, mas na imunidade de individuos adultos age com mais
eficiéncia no inicio, pois, sabe-se que com o passar dos anos ha uma diminui¢do da
soropositividade em adultos (18), principalmente em regiées endémicas no qual a

vacinacao é realizada nos primeiros anos de vida.

Sabe-se que a imunizacdo materna durante a gravidez pode induzir a
transferéncia transplacentaria de anticorpos para o recém- nascido a fim de reduzir a
morbidade e mortalidade por doencas infecciosas apds o nascimentos (19). No
entanto, ndo ha dados que comprovem que a vacinacdo da febre amarela pode
induzir uma protecdo cruzada contra o Zika, prevenindo o desenvolvimento dos
desfechos graves no feto. Isso porque, ndo ha estudo de mulheres gestantes que
foram vacinadas no inicio do periodo de gestacdo e acompanhadas até o parto para
a avaliacdo dos resultados e avaliacdo da presenca ou auséncia de anticorpos

encontrados nas amostras da mae e da criancga.

Estudos recentes realizados com a vacinagéo da COVID-19 evidenciaram que

a vacinacdo na gravidez, induzem a producdo de anticorpos neutralizantes em



33

mulheres gravidas e sao transferidos aos recém- nascidos, tendo o tempo de
administracdo da dose como fator importante para uma transferéncia adequada de

anticorpos e protecao (19).

Conclusao

O presente estudo mostrou que a presenca de anticorpos neutralizantes
antiamarilico ndo influenciou na gravidade do desfecho. Possivelmente, devido a
vacinagcdo ocorrer nos primeiros anos de vida dessas mulheres e a presenca de
anticorpos diminuirem com o passar dos anos. A maioria das amostras analisadas
apresentaram desfecho sem efeito adverso no nascimento, provavelmente estaria
ligado ao fato de a infeccao ter ocorrido no terceiro trimestre da gestacdo. Nesse
caso, como ndo ha dados que comprovem a existéncia da protecdo cruzada da
vacina da febre amarela contra o virus da Zika em gestantes, seria necessario um
estudo de coorte a fim de acompanhar ndo sé as gestantes vacinadas ou
revacinadas, mas também avaliar os resultados encontrados na crianca apos o

nascimento.
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS FUTURAS

As limitacbes do estudo estdo relacionadas ao numero de amostras
avaliadas, que foi inferior ao total de amostras previstas para analise. Devido ao
tempo e complexidade para a padronizacao da técnica de PRNT ndo foi possivel o
processamento de todas. Além da priorizacdo dos desfechos no momento da
selecdo das amostras que nao foi bem sucedida, pois as amostras foram separadas
de maneira equivalente, sendo que 90% das amostras sdo de categoria sem efeito
adverso.

Espera-se que sejam finalizadas as analises de todas as amostras previstas
no banco, a fim de obter resultados mais robustos.

5. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a presenca de anticorpos neutralizantes
antiamarilico ndo influenciou na gravidade do desfecho. Possivelmente, devido a
vacinagcdo ocorrer nos primeiros anos de vida dessas mulheres e a presenca de
anticorpos diminuirem com o passar dos anos. A maioria das amostras analisadas
apresentaram desfecho sem efeito adverso no nascimento, provavelmente estaria
ligado ao fato de a infeccao ter ocorrido no terceiro trimestre da gestacdo. Nesse
caso, como ndo ha dados que comprovem a existéncia da protecdo cruzada da
vacina da febre amarela contra o virus da Zika em gestantes, seria necessario um
estudo de coorte a fim de acompanhar ndo sé as gestantes vacinadas ou
revacinadas, mas também avaliar os resultados encontrados na crianga ap0s o

nascimento.
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6. APENDICES

6.1 Manipulagéo de Células de Cultura

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

GERENCIA DE VIROLOGIA

Titulo:

Manipulacéo de células de cultura

Adaptado por:

Isa Piauilino

I. Obijetivo:
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Elucidar o procedimento operacional padrdo para a manipulacdo de células de

cultura.

II. Campo de Aplicacao:

Sala de Cultura

lll. Definicdes:
SFB Soro Fetal Bovino
DMSO Dimetilsulfoxido
DMEM Do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
PBS Tampéao Fosfato-Salina (do inglés Phosphate Buffered Saline)
PFU Unidades Formadas de Placas (do inglés Plague-Forming Unit)
°C Graus Celsius
CO, Dioxido de Carbono
mL Mililitro
pL Microlitro
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IV. Responsabilidades:
Equipe do laboratério de Cultura: Realizar todo o procedimento prévio de assepsia

do fluxo laminar antes de iniciar o procedimento e utilizar todos os EPIs (jaleco
descartavel, luvas, mascaras e touca). Identificar os criotubos antes do inicio da
manipulagéo.

V.

Procedimentos:

Congelamento de Vero

1-

2-

Lavar as células com PBS 1 X por duas vezes (retirar bem todo o excesso de
PBS);

Tripsinizar as células de 2-3 min em estufa a 37°C. Se for feito em garrafa
pequena utilizar 0,5 mL, garrafa média 1 mL e garrafa grande 1,5 mL da solucéo;
Apos o tempo as células podem ser soltas com tapas na lateral da garrafa, até a
mudanca de turbidez da solucgédo de tripsina;

Acrescentar meio enriquecido com SFB a 20% para neutralizacao da tripsina;
Para o congelamento, deve-se calcular o volume final a ser congelado e
acrescentar 10% de DMSO e 20% de SFB ao volume de células (se necessario
completar com meio de cultura até o valor do volume final desejado);

Fazer aliquotas de 1 mL em criotubos previamente identificados com os dados
do congelamento: Nome da célula, data, passagem;

Congelar por 24 horas no -70°C e posteriormente transferir para o N..

Exemplo:

Volume final: 45 mL Volume final: 5 mL
DMSO 10%- 4,5 mL DMSO 10%- 500 mL
SFB 20%- 9,0 mL SFB 20%- 1,0 mL
Células- 18 mL Células- 2,0 mL
Meio de cultura- 13,5 mL Meio de cultura- 1,5 mL

Descongelamento de Células Vero
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Materiais:

Descarte

Microtubos de 1,5 mL (02 unidades)

Pipetas

Ponteiras de 1000 pL

Pipeta soroldgica de 5 mL

Garrafa de cultura pequena

Suporte para microtubo

Meio DMEM suplementado com penicilina e anfotericina

SFB

Procedimentos:

1-

Colocar o criotubo com as células congeladas imediatamente em banho maria a

37°C até o seu descongelamento total, por volta de 2 minutos;

Imediatamente apds descongelamento, dentro da cabine de fluxo laminar,
transferir o contetido do criotubo para um tubo (aproximadamente 1 mL) para um
tubo falcon de 15 mL contendo 9 mL de DMEM 20% de SFB,;

Levar os tubos falcon com as células para a centrifuga por 7 minutos a 125 x g;

Preparar uma garrafa pequena contendo 5 mL de meio DMEM, suplementado

com antibioticos e SFB 20%;

Descartar o sobrenadante presente no tubo falcon de 15 mL;

Retirar 2 mL do meio do item n°4 e ressuspender as células suavemente;
Transferir as células ressuspensas para a garrafa com o meio DMEM,;

Levar a estufa a 37°C.



6.2 Infeccao de células Vero

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
GERENCIA DE VIROLOGIA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO

Titulo: Infeccdo das células Vero

Adaptado por: Isa Piauilino

VI. Objetivo:

Elucidar o procedimento operacional padrao para Infeccao de células Vero.

VII.Campo de Aplicacao:

Sala de Cultura

VIIl. Definicdes:
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SFB Soro Fetal Bovino

DMEM Do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

PBS Tampéo Fosfato-Salina (do inglés Phosphate Buffered Saline)
PFU Unidades Formadas de Placas (do inglés Plague-Forming Unit)
°C Graus Celsius

CO, Di6xido de Carbono

mL Mililitro

pL Microlitro

IX. Responsabilidades:
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Equipe do laboratério de Cultura: Realizar todo o procedimento prévio de assepsia
do fluxo laminar antes de iniciar o procedimento e utilizar todos os EPIs (jaleco
descartavel, luvas, mascaras e touca).

Materiais:

Descarte

Pipeta

Ponteira de 1000 pL

Pipeta sorologica de 5 mL

Suporte para tubo e microtubos

Meio DMEM suplementado com penicilina e anfotericina B

SFB

Aliguota com Virus

Caixa de isopor com gelo

Procedimentos:

Descartar 0 meio de cultura da garrafa que sera utilizada para a confeccéo da
placa;

Lavar com PBS 1X por duas vezes e retirar 0 excesso;

Utilizar 1 mL (garrafa média) de tripsina, deixar agir por trés minutos em estufa a
37°C em seguida bater para soltura das células;

Adicionar 10 mL de meio DMEM suplementado com SFB a 10%;

Resuspender suavemente por no minimo 10 vezes e passar para um falcon de
50 mL;

Homogeinize e transfira 10 ulL para camara de newbauer para realizar a
contagem, verificar se todo o espaco da camera foi ocupado e sem presenca de
bolhas;

Conte os 4 quadrantes, tire a média e multiplique por 10* (nimeros de células
em 1 mL);

Conte o numero total de pocos que sera utilizado e some mais trés pogos como

margem de erro. Multiplique o total de pocos por 400.000, niumero ideal de
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células por poco para aproximadamente 70% de confluéncia que a placa de seis
pocos apresentara no dia seguinte;

Faca o calculo em regra de trés para encontrar o volume correspondente a
guantidade de células que deve ser retirarada da suspencao suficiente para o

namero de pocos desejados;

10- Em paralelo, calcule o volume final de DMEM 10% de SFB necessario para a

confeccao de todos os pocos. Inicialmente, o numero total de pocos e mais trés
pocos de margem de erro, deve ser multiplicado por 2 mL (volume de meio que é
adicionado em cada poco). Apds a multiplicacdo deve ser subtraido o volume da

suspensao de células calculada no item 9 para se obter valor final de meio;

11- Em um falcon de 50 mL, coloque a quantidade da suspensdo de células

calculada e complete para o volume final com meio DMEM com SFB a 10%;

12- Distribua 2 mL em cada poco, espalhe bem para as células com movimentos

circulares em forma de cruz para que os pocos figuem homogéneos;

13- Leve a estufa a 37°C por 24 horas;

14- No dia seguinte serd calculada a quantidade de células presentes nos pocos,

tendo como base a quantidade de célula utilizada no dia anterior;

15- Por exemplo no primeiro dia em cada poco € estimado 400. 000 células por

poco, no dia posterior essa quantidade de células vai para 800.000 em cada

poco;

16- Baseado no segundo dia é realizado o calculo em MOI (Multiplicity of Infection)

de 0,01 que representa a proporcdo de virus utilizado para o alvo da infec¢éo

(células), ou seja 100 menos virus para cada célula;

17- E de acordo com uma aliquota anterior ja titulada é realizado uma regra de trés

para encontrar a quantidade de virus para a proporcdo de células que sera

infectada;

18- Exemplo: Para infectar um poco com 800.000 células que correspondem a 8. 10°

é utilizada uma MOI de 0,01 que ficara 8.10%. Se o valor de uma aliquota j&
titulada for 7,9. 10° o célculo seguiré desta forma para um Gnico pogo:
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7,9.10° —— 1000 uL

8.10° — X

X=_8.10° mp X=1,01. 10" M X=10 uL de virus
7,9.10°

Em um poco sera utilizada 400 u L de meio para a adsorgéo do virus:

400 ul. x 1 pogo — 400 uL total da solugao
-10 uL de virus
390 uL de meio

E realizado essa mistura, em seguida vortexado e colocado no poco, que sera
levado a estufa e homogeneizado por 1 hora em 10-10 min. Depois da adsorcéo,
descartar e colocar 2 mL de meio suplementado a 2%, levar a estufa e de acordo
com os dias ver a acdo do virus sobre as células. Quando estiver com efeito
generalizado pode ser feita a coleta do virus multiplicado.



6.3 Titulacéo Viral em Placa de 6 Pocos

FUNDACAO

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
GERENCIA DE VIROLOGIA

DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO

Titulo: Protocolo de Titulacdo Viral em Placa de 6
. Pocos
Adaptado por: Isa Piauilino

l. Objetivo:

Elucidar o procedimento operacional padréo para a titulacao viral.

Il. Campo de Aplicacéo:

Laboratorio de Cultura
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Il. Definicdes:
SFB Soro Fetal Bovino
DMEM Do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
PBS Tampéo Fosfato-Salina (do inglés Phosphate Buffered Saline)
PFU Unidades Formadas de Placas (do inglés Plague-Forming Unit)
°C Graus Celsius
CO, Di6xido de Carbono
mL Mililitro
pL Microlitro
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V. Responsabilidades:

Equipe do laboratério de Cultura: Realizar todo o procedimento prévio de assepsia
do fluxo laminar antes de iniciar o procedimento e utilizar todos os EPIs (jaleco
descartavel, luvas, mascaras e touca).

V. Procedimentos:

Dia anterior da titulacao

Confeccao da placa de 6 pocos:

Lave com PBS 1X autoclavado por 2X uma garrafa média ou grande de células;
Retire bem o excesso de PBS com uma pipeta soroldgica;
Coloque 1 mL de tripsina, deixe cobrir toda a monocamada;

Leve a estufa 37°C e deixe a tripsina agir por 3 min, em seguida bata a garrafa até
que as células se soltem;

Coloque 10 mL de meio suplementado com SFB a 10% na garrafa para neutralizar o
efeito da tripsina e ressuspender as células suavemente por 10 vezes com a pipeta
sorologica,

Apods a ressuspensao, passe para um falcon de 50 mL;
Homogeinize e transfira 10 u L na camara de newbauer para contagem;

Conte os 4 quadrantes, tire a média e multiplique por 10* (nmeros de células em 1
mL);

SRR

e il el

Calcule na proporcdo de 400.000 células por poco para utilizar em placas de 6
POCOS;
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Conte o numero total de pogos que serd utilizado e some mais trés pocos para
serem a margem de erro. Multiplique o total de pogos por 400.000 células, nimero
ideal de células por poco para aproximadamente 70% de confluéncia que
apresentara na placa de seis poc¢os no dia seguinte;

Faca o célculo em regra de trés para encontrar o volume correspondente a
guantidade de células que deve ser retirarada da suspensao suficiente para o
namero de pocos desejados;

Em paralelo, calcule o volume final de DMEM 10% de SFB necesséario para a
confeccdo de todos os pocos. Inicialmente, o numero total de pog¢os, mais trés de
margem de erro, deve ser multiplicado por 2 mL(volume de meio que é adicionado
em cada pog¢o). Apos a multiplicagdo serd subtraido o volume da suspensédo de
células calculadas para se obter o valor final de meio;

Em um falcon de 50 mL, coloque a quantidade de suspenséo de células calculada e
complete para o volume final com meio DMEM com SFB a 10%;

Distribua 2 mL em cada poco, espalhe bem para as células com movimentos em
forma de cruz para que os poc¢os fiqguem homogéneos;

Leve a estufa a 37°C por 24 horas;

Diluicdo em base 10 e Infec¢céo da Placa

Organizar 6 a 7 microtubos autoclavados de 1,5 mL na rack e enumerar de -1 a -6;
Colocar 900 u L de meio de manutencdo em cada microtubo;

Colocar 100 ul de fluido viral (referente as aliquotas do virus alvo) no primeiro
microtubo e homogeneizar em voértex;

Retirar 100 uL do primeiro microtubo e colocar no segundo e homogeinizar em
vortex novamente. Diluir sucessivamente da mesma forma até o ultimo microtubo;



100 pl

100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Estoque u @ U b \ \J b

viral 10

Infeccao:

Identificar as placas com as dilui¢cdes referentes;
Remover completamente o meio de cultura da placa;
Lavar com PBS e remover 0 excesso com a placa inclinada;

Colocar 400 ulL de cada uma das diluicbes em cada poco (no controle colocar 400
u L de meio sem virus);

Adsorver o virus por uma hora em estufa na presenca de CO,/37°C;

Mover a placa de 10 em 10 minutos durante a adsor¢cdo, movimentando todas as
placas em diversas direcdes, fazendo com que o meio cubra todo o fundo do poco;

Depois de 1 hora desprezar a solucdo de virus contida na placa e colocar 2 mL de
meio carboximetil celulose (2% de CMC, 2% de SFB e com os antibioticos Penicilina
e anfotericina) em cada poco;

Levar as placas a estufa na presenca de CO,/ 37°C e aguardar a quantidade de dias
para revelacdo dependendo do virus utilizado.

Revelacao e Titulagao

Acrescentar Formol a 10% deixando por 2-3 horas para fixacdo das células;

Depois retirar o formol e CMC que estao na placa e lavar cuidadosamente;
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Corar a placa com cristal violeta e deixar agir por 20 minutos;
Remover o excesso da solucao corante e lavar em agua corrente e deixar secar;

As placas podem ser contadas sem auxilio de microscopio e o titulo da infectividade
€ expresso pelo numero de Unidades Formadoras de Placa/mL;

Dar preferéncia a pocos entre 300-30 placas.
Contagem de Placa:

Controle: 0

10™: Incontaveis

102 Incontaveis

103 709 placas

10™*: 60 placas

10: 5 placas

Calculo em PFU:

PFU/mL: 60 (nimero de placas) X 10™ (Fator de diluicdo que contou as placas) X 2,5
(1000/400)

UFP/mL= ndmero de focos contados X reciproca diluicao

X padronizacdo do volume inoculado para 1 (mL)
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6.4 Teste de Neutralizacdo por Reducédo de Placa (PRNT)

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

GERENCIA DE VIROLOGIA

FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO

Teste de Neutralizacdo por Reducao de Placa
Titulo:
PRNT - ZIKV-YFV-CHIKV
Adaptado por: Isa Piauilino

[. Objetivo:

Determinar a capacidade de neutralizagéo de flavivirus e alfavirus.

II. Campo de Aplicacao:

Laboratorio de Cultura

lll. Definicdes:
SFB Soro Fetal Bovino
DMSO Dimetilsulfoxido
DMEM Do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
PBS Tampéao Fosfato-Salina (do inglés Phosphate Buffered Saline)
PFU Unidades Formadas de Placas (do inglés Plague-Forming Unit)
°C Graus Celsius
CO; Dioxido de Carbono
mL Mililitro
puL Microlitro
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IV. Responsabilidades:
Equipe do laboratério de Cultura: Realizar todo o procedimento prévio de assepsia

do fluxo laminar antes de iniciar o procedimento e utilizar todos os EPIs (jaleco
descartavel, luvas, mascaras e touca).

V. Procedimentos:

Materiais necessarios

1.DMEM

2. Tripsina (0,25%)

3. PBS (Mg2 +, Ca2 + livre)

4. Penicilina-Streptomicina

5. Soro fetal bovino (FBS)

6. Frascos de cultura de tecidos

7. Placas de 6 pogos

8. Carboximetilcelulose (CMC)

9. Tubos Falcons 50 mL

10.Ponteiras de varios tamanhos (ou seja, 10uL, 20uL, 200uL, 1000uL)
11.Células Vero (em crescimento ativo)

12. Estoque de virus apropriado

13. Mesa, centrifuga de baixa velocidade

14. Fluxo laminar

15. Incubadora de cultura de tecido (37°C, 5% CO,, umidificada)
16. Microscépio

17. Cristal Violeta

18. Banho-maria

19. Camara de Neubauer
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A. INATIVACAO POR CALOR DE SFB E SOROS ALVOS

E importante que todos os soros utilizados para este ensaio sejam inativados.

Coloque o frasco de SFB e o soro dos individuos em banho maria a 56°C e incube
por 60 minutos. No final do periodo de incubagcdo, remova e armazene na
temperatura apropriada (4° - 8° C é recomendado para armazenamento de curto
prazo; -20°C para longo prazo).

B.  PREPARACAO DO MEIO
Em um frasco de 500 mL de DMEM, adicione 5mL de Pen/ Strep e anfotericina.

C. PREPARACAO DE CARBOXIMETILCELULOSE A 1,5%

Uma garrafa de vidro com boca larga de 500mL completamente limpa, sem vestigios
de detergente;

Adicione 10 gramas de carboximetilcelulose com um agitador magnético;
Autoclavar a 121° por 15 min;

Depois adicionar 500 mL de meio DMEM suplementado com SFB a 2% e
enriquecido com penicilina/streptomicina e anfotericina B;

Deixar em overnight homogeneizando para ser diluido;
Depois colocar na geladeira por aproximadamente 2 dias.

D. PREPARACAO DE CRISTAL VIOLETA
Coloque uma garrafa de 500 mL no fluxo;

Rotule adequadamente;

Adicione 5 gramas de cristal violeta, 50 mL de etanol absoluto e complete até 500
mL de agua ultra-pura ou agua destilada;

Misture bem e guarde a temperatura ambiente até novo uso

E. PREPARACAO DE PLACAS DE CELULAS VERO

E essencial que as células Vero estejam na fase de crescimento logaritmico;
Antes de comecar, desinfete a cobertura laminar;

Remova o frasco da incubadora a 37°C, coloque no fluxo laminar e aspire o meio
completamente do frasco;

Lave com PBS 1X autoclavado por 2X uma garrafa média ou grande de células;
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Retire bem o excesso de PBS com uma pipeta soroldgica;
Coloque 1 mL de tripsina, deixe cobrir toda a monocamada da garrafa;

Leve a estufa a 37°C e deixe a tripsina agir por 3 min, em seguida bata a garrafa até
gue as células se soltem;

Coloque 10 mL de meio suplementado com SFB a 10% na garrafa para neutralizar o
efeito da tripsina e em seguida ressuspender as células suavemente por 10 vezes
com a pipeta sorologica;

Apés a ressuspensdo, passe para um falcon de 50 mL;
Homogeinize e transfira 10 u L na camara de newbauer para contagem;

Conte os 4 quadrantes, tire a média e multiplique por 10* (nimeros de células em 1
mL);

Calcule na proporcdo de 400.000 células por poco para utilizar em placas de 6
pOGos;

Conte o numero total de pocos que serd utilizado e some mais trés po¢cos como
margem de erro;

Multiplique o total de pocos por 400.000 células (nUmero ideal de células por poco)
para aproximadamente 70% de confluéncia no dia seguinte em placas de 6 po¢os;

Faca o célculo em regra de trés para encontrar o volume correspondente a
quantidade de células que deve ser retirada da suspensao o suficiente para o
namero de pocos desejados;

Em paralelo, calcule o volume final de DMEM 10% de SFB necesséario para a
confeccdo de todos os pocos. Inicialmente, o nimero total de pocos, mais trés de
margem de erro, deve ser multiplicado por 2 mL(volume de meio que é adicionado
em cada poco);

Apds a multiplicagdo deve ser subtraido o volume da suspenséo de células para se
obter o valor final de meio;

Em um falcon de 50 mL, coloque a quantidade de suspenséo de células calculada e
complete para o volume final com meio DMEM com SFB a 10%;

Distribua 2 mL em cada poco, espalhe bem as células com movimentos em forma de
cruz para que os pocos figuem homogéneos;
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As células atingirdo 70-80 % de confluéncia em ~24 horas

F. CEPA DE VIRUS
YFV Selvagem: Cepa wtYFV#3

G. VIRUS ESTOQUE E DIAS DE INCUBACAO
YFV: 50 PFU / mL - 7 dias de incubacéo

H. TESTE DE NEUTRALIZAQAO POR REDU(;AO DE PLACA
Este ensaio é projetado para testes simultaneos de varios soros.

Todas as etapas séo realizadas dentro de um fluxo laminar:
Prepare o virus estoque na quantidade adequada de PFU /mL;

As diluicbes serdo feitas em tubos ependorfs de 1,5 mL e depois aplicados em
placas de 6 pocos;

Adicionar ao primeiro ependorf 45 uL de soro neutralizado + 405 uL de meio DMEM
(1:10). E em cada pogo subsequente deve ter 225 uL de meio DMEM, no qual do
primeiro poco aos demais a diluicdo seguira passando 225 uL até o ependorf final
com a diluicdo de 1:320;

Em cada diluicdo tudo deve ser bem homogeneizado, utilizando um vértex e
trocando a ponteira na passagem para cada ependorf.

225 uL 225 ulL 225 ulL 225 ulL 225 uL 225 ulL

(N M S S 7S 0 0y

discard
45 ulL
serum

W R U U A U A B
\/ \/ \/ \/ \/ \/

+405 uL +225ulL +225ul +225ul +225uL +225uL

DMEM
1:10serum 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

Apés a diluicdo do soro preparar a quantidade de meio e virus proporcional a
guantidade de placas:

Recomendado por volta de 100 PFU por poco;
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E recomendado que o virus seja diluido na base 10 (100 L de virus em 900 pL de
meio) até um titulo proximo ao que sera utilizado no experimento.

225uL de meio X ---pocos (multiplicar pela quantidade de pocos) + quantidade de
virus calculada para 450uL anteriormente.

Ex:

Seré feita uma PRNT em 8 placas de 6 pogos, com adi¢do de 100 PFU por poco;

O titulo estoque viral é 6,74x10° PFU/mL. Qual o célculo?

Primeiro se deve calcular o nimero de pocos/tubos (8 placas x 6 pocos) + 3
de margem de erro = 51 pocos e tubos (mesmo numero de tubos e pogos);
Depois descobrir com uma regra de trés quanto do virus colocar em um tubo
para ter 100 PFU no poco final. Em 400 uL de meio usado para adsor¢cdo no
poco preciso ter 100 PFU, mas no tubo tenho 450 L, entdo: 450 uL x 100
PFU/400 uL=112,5 PFU/mL;

Depois calcular a quantidade de PFUs para fazer todos os tubos: 51tubos x
112,5 PFU=5737,5 PFU ou 5,74 x 10° PFU/mL;

Diluir o virus estoque na base 10 até o titulo ficar préximo de 5,74 x 10°. O
titulo original é 6,74 x 10°PFU/mL, devo adicionar 100 pL de virus estoque em
900 pL de meio em uma diluicdo “-1”. O novo titulo sera 6,74 x 10° PFU/mL. O
virus ainda pode ser diluido mais duas vezes da mesma forma nas diluices
“-2°(6,74 x 10* PFU/mL) e “-3” (6,74 x 10° PFU/mL);

Usando a diluicdio -3 (6,74 x 10° PFU/mL) sera feita a conta de quanto de
virus utilizar: 5,74 x 10° PFU x 1000 pL / 6,74 x 10° PFU/mL= ~852 uL de
virus da dilui¢ao -3;

Depois calcular o volume que devo ressuspender os 852 uL de virus para
fazer todos os pocos: 250 uL volume por tubo x 51 tubos — 852 yL=11 mL e
898 pL de meio devem ser adicionados aos 852 pL de virus na diluigcdo -3 em

um falcon de 50 mL.

Em seguida vortexar bem e distribuir 225uL em cada eppendorf, obtendo
inicialmente uma diluicdo de 1:20 a 1:640
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ApOs adicionar a quantidade de virus na amostra diluida, vortexar novamente e
incubar na estufa durante uma hora a 37°C e homogeneizar a cada 10 minuto
manualmente.

Depois identificar as placas com a numeracdo das amostras correspondentes
confeccionadas no dia anterior e lavar com PBS.

Retirar bem o PBS e colocar 400uL das amostras incubadas nas devidas placas de
acordo com as diluigdes.

Deixar incubar por mais uma hora a 37°C na estufa com CO; e homogeneizar a
cada 10 minutos balancando as placas suavemente.
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No final do periodo de incubacéo de 1 hora, remova as placas da estufa, despreze a
mistura (soro/virus) contidas nos pocos e adicione 2 mL de DMEM com
carboximetilicelulose 2% e 2% de SFB;

Leve as placas novamente a estufa e espere alguns dias dependendo do virus para
revelacao.

l. FIXACAO E COLORACAO DO ENSAIO PRNT

Remova as placas da incubadora e adicione 2 ml de formol a 10%, deixando fixar
por 3 horas ou mais em temperatura ambiente sobre a bancada;

Apos a fixagdo desprezar o formol em descarte apropriado e lavar a placa em fio de
agua;

Em seguida corar a placa colocando o cristal violeta diluido e apés 20 min lavar
levemente em agua corrente e deixar secar;

Depois tirar a média dos controles de virus e fazer a regra de trés de acordo com a
porcentagem de PRNT proposto.
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7. ANEXOS

7.1Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W“‘“
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracteristicas epidemiclégicas, clinicas, nutroldgicas, viroldgicas, histopatoldgicas e
imunoldgicas da infecgdo por virus Zika em gestantes com doenga exantematica aguda
& sua relac8o com a microcefalia ou eventuais desfechos adversos em Manaus,
Amazonas

Pesquisador: MARIA DAS GRACAS COSTA ALECRIM

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da COMEP;);

Versao: 3

CAAE: 60168216.2.0000.0005

Instituicdo Proponente: Fundacgfio de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/AMT/AM
Patrocinador Principal: Fundacio de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/IMT/AM

DADOS DO PARECER

Niumero do Parecer: 2. 375813

Apresentacio do Projeto:

Vide Parecer Consubstanciado de n® 1808030 emitido em 04/11/2016.
Objetive da Pesquisa:

Vide Parecer Consubstanciado de n® 1806030 emitido em 04/11/2016.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Vide Parecer Consubstanciado de n® 1806030 emitido em 04/117/2016.
Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Vide Parecer Consubstanciado de n® 1806030 emitido em 04/117/2016.
Consideracgdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Vide Parecer Consubstanciado de n® 1806030 emitido em 04/11/2016.

Em relagio as alteragbes realizadas no PROJETO PRIMCIPAL ZIKA_GESTANTES. readequados TERMO

DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO & NO TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO.

Enderago: Av. Pedro Teixeira, 25

Balrro: 0. Fedro | CEP: g£9.040-000
UF: AM Municipio: MAMAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cepf@fmtam.gov.br
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Continuacio do Parecer: 2575813

Recomendacoes:
MEMHUMA,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Apds a avaliagio das alteragdes proposta pela presente EMENDA, terem sido readequadas nos TERMOS
DE COMSENTIMENTO E DE ASSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDOS, ha manifesto favordvel a

APROVAGCAOD.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
A presente Emenda (E1) esta APROVADA e 03 interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatdrios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugdo CNS n® 466/2012, utilizando o formulario

Platalfor
asil

de Roteirc para Relatdrio Parcial/Final de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela

COMEF em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagfes Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS 100502| 27/09/2017 Aceito
do Projeto 3 Elpdf 14:04:23
Projeto Detalhado ! | Projeto_Zika_Gestantes_CEP_v260917 | 27/09/2017 |MARILA DAS Aceito
Brochura _final doc 13:47:04 |GRACAS COSTA
Investigador AL FCRIM
Projeto Detalhado ! | Projeto_Zika_Gestantes_CEP_v260917 | 27/09/2017 |MARIA DAS Aceito
Brochura _alteracoes _realcadas.doc 13:46:44 |GRACAS COSTA

igador ALECRIM
TCLE / Termos de | TCLE_ZIKA_v260917_alteracoes_realcal 27/09/2017 |MARLA DAS Aceito
Assentimento / das.doc 13:22:34  |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE responsavel ZIKA v260917 final] 27/09/2017 |MARLA DAS Aceito
Assentimento / pdf 132218 |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_responsavel_ZIKA_v260917_alter] 27/09/2017 |MARIA DAS Aceito
Assentimento / acoes_realcadas doc 13:22:04 |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
Auséncia _
TCLE / Termos de | TALE_ZIKA_v260917_final. pdf 27092017 |MARIA DAS Aceito
Assentimento / 1321:04 |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
Auséncia _
TCLE / Termos de | TALE_ZIKA_v260517_alteracoes_realc | 27/09/2017 [MARILA DAS Aceito

Enderago:
Balrra: D Pedro |
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Telefone: [(02)2127-3572

Av. Pedro Telxeira, 25

CEP: (9.040-000
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Justificativa de ALECRIM
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TCLE / Termos de  |TALE_PROTOCOLO _DE_PESQUISA_ | 19M0/2016 |MARLA DAS Aceito
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Assentimento / PESQUISA_ZIKA_v2 pdf 16:05:11 | GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
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TCLE / Termos de  |TCLE_PROTOCOLO _DE_PESQUISA_ | 19102016 |MARLA DAS Aceito
Assentimento / ZIKA_v2.pdf 16:03:48 |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
Auséncia
Chutros Resposta CEP Zika_Gestantes_pdf 1891002016 | MARLA DAS Aceito

16:00:36  |GRACAS COSTA

ALECRIM

TCLE / Termos de | TCLE_responsavel PROTOCOLO DE_| 20/09%2016 |MARLA DAS Aceito
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Justificativa de ALECRIM
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TCLE / Termos de | TCLE_autopsia PROTOCOLO _DE_PE | 20/09/2016 |MARLA DAS Aceito
Assentimento / SQUISA_ZIKA pdf 18:11:56 |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_aminiocentese PROTOCOLO D| 20/092016 |MARLA DAS Aceito
Assentimento / E_PESQUISA_ZIKA pdf 18:11:43 |GRACAS COSTA
Justificativa de ALECRIM
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Justificativa de ALECRIM
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