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RESUMO

DISSERTAGAO DE MESTRADO MEDICINA TROPICAL

Bernardo Bastos Wittlin
Ha décadas, a dengue constitui um enorme desafio em saude publica no Brasil € no

mundo. A este desafio, sobreveio a emergéncia de duas outras arboviroses, também
transmitidas por mosquitos do género Aedes: a zika e a febre chikungunya.
Epidemias em diversos paises do continente americano, a partir da década de 2010,
levou-as a alcangar uma escala epidémica inédita. Na esteira de um surto de
microcefalia em recém-nascidos no Brasil em 2015, surgiram as primeiras
evidéncias da associagao entre a infecgdo por virus zika (ZIKV) em gestantes e
malformagdes fetais graves, reforgadas por estudos epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais. Por sua vez, manifestacbes reumatoldgicas associadas a infecgao pelo
virus chikungunya (CHIKV) vém ocasionando reducdo da qualidade de vida e
produtividade nas populagdes afetadas. Enquanto foram reportadas variadas taxas
de soroprevaléncia para a infeccdo por virus dengue (DENV) no Brasil, séo
escassos 0s inquéritos soroldgicos para ZIKV e CHIKV. O presente estudo objetivou
avaliar a prevaléncia sorolégica de DENV, ZIKV e CHIKV numa amostra de 349
gestantes atendidas numa maternidade publica de Nova Iguacu, no estado do Rio
de Janeiro. Utilizou-se testes comerciais de ELISA de diferentes fabricantes. Dentre
os resultados, houve 88,8% de sorologia positiva para DENV, 47,2% para ZIKV e
28,4% para CHIKV. Ainda que alguns estudos demonstrem alta especificidade de
ELISA revestido por antigeno NS1 de ZIKV utilizado, a possibilidade de reagdes-
cruzadas com DENV deve ser considerada. Em todo caso, os achados indicam um
cenario de hiperendemicidade de dengue e um alcance significativo das recentes

epidemias por ZIKV e CHIKV na Baixada Fluminense.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Bernardo Bastos Wittlin
For decades, dengue has been a major public health challenge in Brazil and

worldwide. Superimposing this challenge, two other arboviruses, also transmitted by
mosquitoes of the genus Aedes, have been emerging recently: zika and chikungunya
fever. Since the decade of 2010, outbreaks in several countries of the American
continent led them to reach an unprecedented epidemiological scale. In the wake of
an outbreak of microcephaly in Brazil in 2015, it emerged the first evidence of the
association between zika virus (ZIKV) infection in pregnant women and severe fetal
malformations, later reinforced by epidemiological, clinical and laboratory studies. In
its turn, rheumatological manifestations associated with chikungunya virus (CHIKV)
infection have been reducing quality of life and productivity in the affected
populations. While several seroprevalence rates have been reported for dengue virus
(DENV) infection in Brazil, serological surveys for ZIKV and CHIKV are scarce. The
present study aimed to evaluate the serological prevalence of DENV, ZIKV and
CHIKV in a sample of 349 pregnant women at admission to a public maternity
hospital of Nova Iguagu municipality, state of Rio de Janeiro. Among the results,
there were 88.8% serology positive for DENV, 47.2% for ZIKV and 28.4% for CHIKV.
Although some studies demonstrate high specificity of NS1 antigen-coated ELISA
utilized, the possibility of cross-reactions with DENV should be considered. In any
case, the findings indicate a dengue hyperendemicity scenario and a significant

reach of the recent outbreaks of ZIKV and CHIKV in the region.
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1 INTRODUGAO

O aumento da mobilidade e das migracbes humanas, o desordenado
processo de urbanizagdo, bem como o fendmeno de aquecimento global vém
contribuindo para o avango das epidemias pelos chamados arbovirus (do inglés,
"arthropod-borne virus"), com destaque para aqueles transmitidos pelo mosquito do
género Aedes. Ha décadas, a dengue constitui um enorme desafio em saude
publica, no Brasil e no mundo, agravado por sua expansao geografica e um aumento
do numero e magnitude de epidemias, além de suas formas graves e mortes (1). A
este desafio, que por si so justificava o empenho de recursos e esforgos globais na
tentativa do controle dos vetores, sobreveio a emergéncia recente de duas outras
arboviroses de particular importancia: a zika e a febre chikungunya. Sua introdugéo
e disseminacao pelas Américas em meados da década de 2010 levou-as a alcancar
uma escala epidémica inédita (2, 3).

Ao final do ano de 2015, na esteira de um surto de microcefalia em recém-
nascidos no Brasil, surgiram as primeiras evidéncias da associagao entre a infec¢ao
por virus zika em gestantes e malformagbes fetais graves, posteriormente
reforcadas por estudos epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais. Tais evidéncias
levaram ao Ministério da Saude brasileiro e a Organizacdo Mundial de Saude a
decretarem estado de emergéncia (4-8).

Por sua vez, a febre Chikungunya cresceu em importancia a partir da década
de 2000, devido a diversas epidemias em ilhas do Oceano indico e na Asia (9).
Manifestagbes reumatoldgicas associadas a mesma vém ocasionando redugao da
qualidade de vida e produtividade nas populag¢des afetadas (10). Os primeiros casos
autéctones da febre chikungunya no Brasil foram confirmados no segundo semestre

de 2014, com progressiva disseminacgao pelo territério nacional (3).

1.1 Dengue: epidemiologia, manifestagcoes clinicas, complicagoes e

diagnéstico laboratorial

A dengue é a arbovirose mais comum em todo o0 mundo, sendo causada pelo
virus dengue (DENV), membro do género Flavivirus, da familia Flaviviridae. O virus
€ composto por uma fita Unica de acido ribonucléico (RNA), de sentido positivo, e um

envelope esférico contendo trés proteinas estruturais (capsidio C, membrana M e
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envelope E). Existem quatro tipos de virus (DENV1-4), distintos do ponto de vista
filogenético e antigénico. DENV é transmitido por mosquitos da espécie Aedes
aegypti e, em menor grau, por Aedes albopictus (1).

A doenca impde risco a aproximadamente metade da populagcdo mundial
(3.97 bilhdes de pessoas, atingindo ao menos 128 paises), segundo estimativas de
um estudo de 2012 (11). Sua incidéncia aumentou 30 vezes ao longo de 50 anos,
sendo atualmente endémica em mais de 100 paises das Américas, do Sudeste
Asiatico, do Pacifico Ocidental, da Africa e do Mediterraneo Oriental (12). Estima-se
a ocorréncia de 390 milhdes de casos por ano (IC 95%: 284 a 528), dos quais 96
milhdes seriam sintomaticos (13). Entretanto, essas estimativas sao
consideravelmente incertas, tendo em conta as deficiéncias de muitos sistemas
nacionais de vigilancia, levando a subnotificacbes, e diferengcas nos processos,
critérios de notificagdo e producao de dados desses sistemas (14).

No Brasil, a doenga reemergiu pontualmente em Roraima em 1981 (epidemia
causada por DENV-1 e DENV-4), apds décadas de controle propiciado pelo
programa de erradicagao do mosquito vetor da febre amarela urbana (15). Em 1986,
foi reintroduzida no Rio de Janeiro (DENV-1), espalhando-se entdo por diversos
outros estados (16). DENV-2 e DENV-3 foram também primeiramente identificados
no Rio de Janeiro, respectivamente nos anos de 1990 e 2000. Em 2010, DENV-4
reemergiu em Roraima, ocorrendo posterior disseminagdo para as demais regides
do pais (17). Até a década de 2000, a doenga predominava em adultos e em
cidades populosas (>500.000 habitantes). A partir dai, houve uma mudanga de
padrées epidemiolégicos no pais: uma interiorizagdo da doencga (para cidades com
<100.000 habitantes), um aumento da proporc¢ao de criangas com febre do dengue e
dengue grave, um aumento global de incidéncias nos ciclos epidémicos e, por fim,
um aumento da proporgao, mortalidade e letalidade de dengue grave. A mortalidade
por dengue aumentou 39 vezes de 2000 a 2011, enquanto que a letalidade de
dengue grave dobrou (18, 19).

Os ciclos de epidemias de dengue variam témporo-espacialmente e sao
resultantes da interagcdo dindmica de variaveis complexas, relativas a populacéo, ao
mosquito, ao virus e ao meio ambiente. A infeccdo por um tipo viral confere
imunidade duradoura ao mesmo, mas somente transitéria aos demais. Desta forma,
a circulagao e predominio de determinado tipo e sorotipo viral é influenciada pelo
status imune populacional e capacidade replicativa viral ("fitness"), determinando

também possiveis mudangas no padrao etario da doenga ao longo do tempo, tal
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qual ocorreu no Brasil. A ocorréncia e propor¢ao de infecgcdes assintomaticas podem
ter importancia para compreensao da epidemiologia e patogénese da doencga, sendo
influenciada pelas caracteristicas virais e genética dos hospedeiros (20).

O DENV produz uma doenca febril aguda com espectro clinico variado, desde
apresentagbes assintomaticas e oligossitomaticas, até formas graves. Apds o
periodo de incubagado, a doenga comecga abruptamente e € seguida por trés fases:
febril, critica e de recuperacdo. A primeira fase € marcada por febre elevada, de
duracédo de 2-7 dias, associada a cefaleia, dor retro-orbitaria, adinamia, mialgias e
artralgias. Exantema pode estar presente em 50% dos casos, predominantemente
do tipo maculo-papular. Anorexia, nauseas, vOmitos, diarreia e pequenas
manifestagcbes hemorragicas (petéquias e sangramento gengival) também podem
estar presentes. A fase critica inicia-se entre o terceiro e sétimo dia e coincide em
geral com a defervescéncia. E marcada pela ocorréncia de aumento da
permeabilidade capilar e extravasamento plasmatico (com aumento de hematdcrito),
além de leucopenia e plaquetopenia. O grau de extravasamento plasmatico varia e
€, na maior parte das vezes, transitério. Quando intenso, o paciente apresenta a
forma grave da doenca, geralmente com sinais de alarme, podendo evoluir para
choque, disfungbes organicas, com ou sem hemorragias. A fase de recuperagao se
da com a reabsorgdo gradual do conteudo extravasado e progressiva melhora
clinica (1, 20).

Uma série de estudos clinicos e epidemioldgicos demonstraram que
individuos com reinfeccdo e criancas com infecgdo no primeiro ano de vida, tendo
nascidas de maes com exposicao prévia a DENV, apresentam risco maior para o
desenvolvimento de dengue grave (21, 22). A hipotese mais favorecida por
evidéncias a explicar tal fenbmeno é a da amplificagdo dependente de anticorpo (em
inglés, "antibody-dependent enhancement" ou ADE). Segundo a mesma, diante de
uma infeccdo secundaria por novo sorotipo viral, anticorpos subneutralizantes e de
reatividade-cruzada originados da primo-infecgdo (ou adquiridos passivamente via
transplacentaria) ligar-se-iam aos virus, facilitando sua entrada nas células que
expressam receptores de Fc. O aumento de células infectadas levaria, assim, a
maior viremia e a inducdo de intensa resposta inflamatdria, com liberagcao de
citocinas e mediadores, culminando com extravasamento plasmatico (23-25). Os
linfocitos T de memoéria também parecem ter participagcdo no processo.
Compreende-se, pois, como "pecado antigénico original" as alteragbes da resposta

imune durante uma infeccdo secundaria, marcadas pelo predominio da resposta
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humoral e celular mais especifica contra o sorotipo da primo-infec¢ao (26). Ressalta-
se que a infecgao por determinado sorotipo € capaz de produzir temporariamente
protecao-cruzada aos demais sorotipos (27). Este fato poderia estar relacionado a
titulos bastante elevados de anticorpos heterotipicos nos meses subsequentes a
infeccdo, o que compensaria, no curto prazo, o baixo poder de neutralizacido dos
mesmos (28).

Pouco ainda se sabe acerca de possiveis riscos relacionados a infecgao
aguda por DENV durante a gestagao, tanto em relagao aos desfechos fetais quanto
aos maternos. Ao agrupar diversos estudos, uma meta-analise publicada em 2016
nao logrou resultados consistentes e estatisticamente significativos no que tange aos
desfechos fetais, embora tenha apontado uma tendéncia a aumento de partos
prematuros e baixo-peso ao nascer (29). Outra meta-analise de 2017 concluiu que o
conjunto de estudos analisados ndo evidenciavam relagdo da infecgdo por DENV
com parto prematuro, baixo-peso, abortamento ou morte fetal (30). Em estudo
posterior ndo contemplado pelas referidas meta-analises, Nascimento et al. (2017)
utilizaram a base nacional de dados referente a casos notificados (SINAN) e
nascidos vivos (SINASC) no Brasil, de 2007 a 2013, tendo incluido 3.898 gestantes
dengue-positivas, 3.165 gestantes dengue-negativas e 3.898 respectivas criangas.
Apoés anadlise ajustada, encontraram uma razdo de chances de 1,26 para parto
prematuro (IC 95%; 1,06-1,49, p=0-006), sem diferenga no risco para malformacdes
e baixo-peso (31). Em particular, sabe-se que transmissdo vertical e dengue
neonatal, decorrente de infeccdo materna perinatal, pode ocorrer, tendo sido
reportada por diversos relatos e séries de casos, avaliados em conjunto por revisao
sistematica de 2010 (32). Além disso, um estudo retrospectivo sugere aumento do
risco materno para dengue grave durante a gestagao (33).

Durante a infeccdo aguda, a viremia dura aproximadamente 4-5 dias,
coincidindo com a fase febril da doencga. Na fase precoce, o diagndstico é possivel
através de técnicas que detectem o virus ou seus componentes, a partir do soro ou,
menos usualmente, de tecidos post mortem. Dentre elas, estdo o isolamento viral
(inoculagdo em mosquito ou cultura em linhagem celular A albopictus C6/36),
deteccao de RNA viral pela técnica de transcriptase reversa com reagao em cadeia
da polimerase (RT-PCR, RT-PCR em tempo real) e detec¢gdo do antigeno NS1 —
uma proteina viral ndo-estrutural secretada por células de mamiferos infectadas por

flavivirus — através de teste-rapido ou ensaio imunoenzimatico (ELISA) (1, 20).



Na infeccao primaria, a detecgdo de imunoglobulina M (IgM) ocorre a partir de
5-6 dias ap6s o inicio da febre, com pico em 2 semanas e desaparecimento em 2-3
meses. Ja os titulos de imunoglobulina G (IgG) comegam a se elevar, lentamente, a
partir de 8-10 dias, com persisténcia por muitos anos ou por toda a vida. Desta
forma, o diagnédstico de infecgao recente pode ser feito através da detecgao de IgM
(a partir do quinto dia), e de IgG em amostras pareadas (aumento de 4 vezes ou
mais dos titulos da fase aguda para a fase de convalescenga). Nas infeccbes
secundarias, os titulos de IgG sobem rapidamente apds o inicio da infec¢ao, seguido
de reaparecimento de IgM em titulos usualmente baixos, na fase de recuperagao;
em alguns casos, IgM pode néo ser detectada. Desta forma, além do pareamento de
IgG, a razado IgG/IgM pode ser utilizada para o diagnéstico da infecgdo recente
secundaria. Dentre as técnicas soroldgicas mais comumente usadas esta o ELISA,
com seus diferentes formatos, como o ELISA de captura (MAC-ELISA e GAC-
ELISA) e ELISA indireta. Outra técnica utilizada, porém de realizagdo mais
demorada, é a detecgcdo de anticorpos anti-dengue pelo teste de inibicdo da
hemaglutinagédo (IH) com amostras pareadas, especialmente util para diferenciagcao
de infecgdes secundarias de primarias, em funcdo de pontos de corte distintos
definidos (1, 34, 35).

1.2 Zika: epidemiologia, manifestagoes clinicas, complicagoes e diagnéstico

laboratorial

O ZIKV, assim como o DENV, € um membro da familia Flaviviridae, género
Flavivirus. Foi isolado pela primeira vez em 1947 em Uganda. Apesar de o virus ter
sido repetidamente isolado nos 50 anos seguintes a sua descoberta, somente 14
casos de infeccdo em humanos foram notificados até abril de 2007, quando uma
epidemia ocorreu na ilha Yap na Micronésia (36). Esta epidemia representou a
primeira vez em que o ZIKV foi detectado fora da Africa e da Asia. Até o momento,
trés linhagens principais do ZIKV foram descritas, duas de origem africana (grupo
Nigeriano e grupo Ugandense MR766) e uma asiatica (37). Em 2013, a linhagem
asiatica do ZIKV chegou a Polinésia Francesa, provavelmente introduzida a partir do
Sudeste Asiatico. Na sequéncia, disseminou-se por diversas outras ilhas da do
Pacifico Sul, incluindo Nova Caledénia, llhas Cook e Ilha de Pascoa (38).

No Brasil, a confirmacéo inicial de casos da doenca se deu em 2015, a partir

da identificagdo do virus nos estados da Bahia e Rio Grande do Norte (39, 40).
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Entretanto, desde o fim de 2014, grupos de pacientes com quadros compativeis
vinham se acumulando em municipios do Nordeste brasileiro (39). Estudos
utilizando analises filogenéticas e/ou modelos matematicos sugerem que a
introducdo do virus no Brasil ocorreu entre o final de 2013 e inicio de 2014,
disseminando-se posteriormente para o restante das Américas (41-43). Ja ao final
de 2015, casos autoctones se acumulavam em dezoito estados das cinco
macrorregides brasileiras (2). Em 2016, a taxa de incidéncia (casos suspeitos) foi de
104,7 por 100.000 habitantes no Brasil e, em 2017, de 8,4 (at¢é a semana
epidemioldgica 50), havendo portanto uma reducgéao de 92% de casos no ultimo ano
em relacao ao anterior. No estado do Rio de Janeiro, as incidéncias de 2016 e 2017
foram respectivamente de 429,6 e 13,3 (44). Salienta-se que, em periodos
epidémicos, o Ministério da Saude (MS) recomenda que o diagndstico de casos nao-
complicados e em ndo-gestantes limite-se a critérios clinico-epidemioldgicos, o que
de um lado reduz o custo e impde prioridade a confirmacgao laboratorial para os
casos de maior morbidade, e de outro reduz a precisdo diagndstica. Além disso,
sabe-se que em torno de 80% das infec¢des por ZIKV sdo assintomaticas, o que
sem duvida leva a subestimacao de casos pelos sistemas de notificagao.

Embora o principal modo de transmissdao do ZIKV seja através da
hematofagia de mosquitos vetores, estudos indicam que o virus pode ser transmitido
também por via sexual, o que pode ter contribuido para a rapida disperséo viral (45-
47). Em um estudo (48), o qual tomou por base os casos notificados de zika no
estado do Rio de Janeiro, verificou-se uma incidéncia proporcionalmente maior da
infeccdo em mulheres, comparadas aos homens. Apds correcdo para eventuais
vieses, tais como, testagem sistematica da infecgdo em gestantes e maior procura
por atendimento médico pelas mulheres, os autores encontraram uma probabilidade
90% maior de mulheres em idade reprodutiva contrairem ZIKV, em relagdo aos
homens. Com efeito, a transmissdo sexual seria a causa mais provavel desta
diferenca.

Os quadros sintomaticos (cerca de 20%) cursam comumente com exantema,
febre baixa ou ausente, artrite ou artralgia, podendo haver conjuntivite nao-
purulenta, mialgia, cefaleia, dor retro-orbitaria, edema e vémitos. Seu curso é quase
sempre benigno, nao determinando hospitalizacdo. A ocorréncia de formas
assintomaticas acarreta, em larga medida, uma subnotificagdo da doenga na
populacdo e pode levar ao diagndstico tardio de sindrome congénita por ZIKV em

fetos e bebés expostos (38, 49).



Um aumento incomum do numero de recém-nascidos com microcefalia
comecgou a ser detectado meses apds os surtos de ZIKV se iniciarem no nordeste
brasileiro, causando um alarme mundial de emergéncia em saude publica (6, 50).
Subsequentes estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais (envolvendo
células-tronco neurais e modelos animais) vém endossando a associagdo causal
entre a infecgao pelo ZIKV na gravidez e o desenvolvimento de malformagdes fetais,
embora ainda persistam relevantes lacunas de conhecimento (4, 8). Possiveis
cofatores ainda nao identificados poderiam concorrer para tais desfechos e explicar
a concentragao de casos de microcefalias em determinadas regides geograficas, em
contraste com outras. A "sindrome congénita do ZIKV" passou a ser incluida no rol
das infec¢des congénitas, tendo na microcefalia o seu desfecho mais marcante. Ao
lado desta, outras manifestacbes a compdem: desproporgdes craniocaudais,
espasticidade, irritabilidade, convulsdes, disfungdes do tronco encefalico (como,
dificuldades para se alimentar), anormalidades oculares e achados de neuroimagem,
incluindo calcificagdes, lesdes corticais e hidrocefalia (51). Um estudo de coorte no
Rio de Janeiro demonstrou anormalidades fetais, através de ultrassonografia com
"doppler", em 12 (29%) de 42 gestantes com infeccdo documentada por ZIKV. Entre
os desfechos adversos: 2 casos de aborto, 5 casos de restricdo de crescimento
intrauterino com ou sem microcefalia, 7 casos de calcificagbes ventriculares ou
outras lesdes do sistema nervoso central, e 7 casos de anormalidade em volume
amnioético ou fluxo de artéria umbilical (49). Em novembro de 2015, o MS passou a
monitorar os casos de microcefalia por sistema de notificagdo compulséria. Segundo
dados cumulativos, até a semana epidemiolégica 50 de 2017, 2.753 foram
confirmados e 141 foram classificados como provaveis para relagdo com infecgao
congénita durante a gestagdo, excluidos os casos ainda sob investigagcdo. Dos
Obitos fetais e neonatais relacionados a infecgao congénita durante a gestagao, 30
foram confirmados e 7 foram classificados como provaveis (52).

Além disso, a infeccdo adquirida por ZIKV vem sendo associada a
complicagdes neuroldgicas pouco frequentes, porém potencialmente graves, como a
sindrome de Guillain-Barré (SGB) (8). Esta sindrome manifesta-se como uma
paralisia flacida ascendente, sendo uma condicdo imunomediada e frequentemente
deflagrada por variados agentes infecciosos (virais e bacterianos), dias ou semanas
apos a infeccdo. Um estudo de caso-controle realizado na Polinésiia Francesa

observou que evidéncia sorolégica de infecgao prévia por ZIKV foi maior nos casos



comparados ao controles, refletindo uma razé&o de chances de 59,7% (IC 95%; 10.4-
100) (53).

O diagnéstico especifico da infecgao por ZIKV se baseia na detecgao de
acido nucleico viral (RNA viral) por técnicas moleculares, como RT-PCR, bem como
na detecgao de anticorpos IgM através de técnicas soroldgicas, como MAC-ELISA.
A positividade de testes moleculares no soro oferece um diagndstico definitivo,
contudo a infecgdo aguda por ZIKV produz viremia transitéria, até 5-11 dias. Isso
acarreta um limite a esta técnica, considerando que muitos pacientes chegam
tardiamente ou sequer procuram atendimento, uma vez acometidos por quadros
oligo ou assintomaticos. Existem, contudo, algumas evidéncias de que a positividade
€ algo mais longa em amostras de urina (até 14 dias), o que poderia aumentar a
capacidade diagndstica dessas técnicas (38, 54).

A cinética de anticorpos da infecgao por ZIKV nao é ainda bem definida, no
entanto, baseado no conhecimento de outros flavivirus, estima-se que anticorpos
IgM surjam apds 1 semana do inicio dos sintomas e persistam por varios meses.
Desta forma, a deteccédo de IgM por testes soroldogicos (e.g., MAC-ELISA, ELISA
indireta, ELISA competitivo, imunofluorescéncia indireta) oferece a possibilidade de
diagndstico apos o periodo de viremia. Todavia, reagdes-cruzadas com anticorpos
de outros flavivirus é frequente, o que limita esta técnica em zonas de cocirculagao
(e.g., com DENV) (55). Com isso, a detecc¢ao de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV,
mais especifica e util para diferenciacdo de virus muito préximos, pode ser util para
confirmacdo em caso de ELISA positivo. O teste de neutralizacdo por redugcao de
placas (PRNT) é considerado padrdo-ouro para este fim. No entanto, sua pouca
disponibilidade em laboratérios e suas exigéncias técnicas (envolve manipulagao de
virus vivos e demora cerca de 1 semana para obtengao do resultado) dificultam seu

uso na pratica clinica (38).

1.3 Chikungunya: epidemiologia, manifestagées clinicas, complicagcées e

diagnéstico laboratorial

A febre de Chikungunya é causada pelo CHIKV, pertencente ao género
Alphavirus da familia Togaviridae. E um virus de RNA fita-simples de sentido
positivo, com genoma de aproximadamente 12.000 pares de bases (9). Foi isolado
pela primeira vez em 1952, na Tanzania. O primeiro surto de CHIKV, no entanto, foi

identificado na Asia, causando epidemias na india e no sudeste Asiatico entre os
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anos de 1950s e 1980s. ApOs esse periodo, a doenga permaneceu sem ser
detectada pelos sistemas de vigilancia, refletindo provavel arrefecimento de sua
disseminagdo. Em 2004, o CHIKV reemergiu na Africa Oriental, de onde se
disseminou globalmente. Desde sua descoberta, trés gendtipos do CHIKV foram
descritos: Oeste Africano, Leste-Centro-Sul Africano (ECSA) e Asiatico (56). A partir
do gendtipo ECSA, emergiu uma linhagem responsavel por epidemias explosivas
nas llhas do Oceano indico e Asia entre 2005 e 2011, denominada linhagem do
Oceano indico (IOL) (56). Diversas cepas da IOL desenvolveram mutacdes na
proteina do envelope viral E1, que aumentaram a transmissibilidade e infectividade
em Aedes albopictus, o que foi associado a surtos explosivos (57). Uma notavel
epidemia em 2005-2006 atingiu as llhas Reunido, territério francés no Oceano
indico, previamente "naive” para CHIKV, ensejando inumeros estudos
epidemioldgicos e clinicos (58, 59).

Em 2013, o gendtipo Asiatico do CHIKV foi detectado na regido do Caribe,
expandindo-se em 2014 para as areas continentais das Américas (60). No Brasil,
além do gendtipo Asiatico detectado no Amapa e provavelmente importado da
Guiana Francesa, também foi evidenciada a circulagdo do gendtipo ECSA na Bahia,
introduzido provavelmente de Angola onde este gendtipo seria endémico (61). Desta
forma, o Brasil apresenta uma situagao unica no contexto da epidemia do CHIKV
nas Américas, com a cocirculagao de cepas virais de dois gendtipos distintos. Além
disso, a dispersdo do gendtipo ECSA no Brasil cria um ambiente propicio para a
ocorréncia de surtos similares aos observados nas ilhas do Oceano indico, uma vez
que o Ae. albopictus, além do Ae. aegypti, esta presente no pais (62).

Ao final de 2014, além de casos importados esparsos, ja havia registros de
casos autoctones em oito municipios de cinco estados brasileiros, com progressao
da autoctonia nos anos de 2015 e 2016, até atingir todos os estados. Em 2016, a
taxa de incidéncia (casos suspeitos) no Brasil foi de 134,3 por 100.000 habitantes e,
em 2017, de 90,1 (até a semana epidemiolégica 50). No estado do Rio de Janeiro, o
pico epidémico deu-se em 2016 (incidéncia de 110,9), sofrendo uma retragdo em
2017 (incidéncia de 25,2). A exemplo da dengue e da zika, o0 MS recomenda que,
em zonas de transmissao sustentada, o diagnéstico de casos nao-complicados se
baseie em critérios clinico-epidemiolégicos, o que acarreta redugdo da precisao
diagndstica (44).

Entre os individuos infectados por CHIKV, ha uma elevada proporcdo de

formas sintomaticas (>70% dos infectados), especialmente se comparado a outras
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arboviroses. Estudos de soroprevaléncia revelaram que, dentre os positivos, de
3.8% a 27.7% nao relataram sintomas (9). Dentre as manifestacbes agudas da
doenca, estio: febre alta de inicio abrupto, artralgias, mialgias, cefaleia, dor lombar e
prostracédo. Artralgia e artrite sdo bastante frequentes e marcantes (87-98%) (9).
Mais comumente, sdo poliarticulares e simétricas, embora nem sempre, podendo
atingir tanto pequenas quanto grandes articulagdes. Podem ocorrer manifestagdes
cutaneas em 40-50% dos pacientes. A forma mais comum € um exantema macular
ou papulo-macular, envolvendo face, tronco e extremidades, por vezes pruriginoso.
Outras lesdes dermatolégicas possiveis incluem: dermatite esfoliativa,
hipermelanose, hiperpigmentacao, fotossensibilidade, vesiculas, bolhas e lesbes de
vasculite. Nauseas, vOmitos, diarreia, dor abdominal, fotofobia, dor retro-orbitaria e
linfadenopatia sdo outras manifestagoes descritas (9, 63). A evolugao para uma fase
tardia, com manifestagcdes reumatoldgicas subagudas e crdnicas, pode ocorrer em
40-80%, com impacto na qualidade de vida e produtividade. Nesse caso, as
manifestagdes mais comuns sao poliartralgia, poliartrite e mialgias (10).

Uma coorte prospectiva envolvendo gestantes infectadas por CHIKV durante
epidemia na llha Reunido, no Oceano indico, em 2006, demonstrou que os sintomas
e sinais da fase aguda nesse grupo pouco diferiam da populagcédo geral, com
excecao da ocorréncia de epistaxe e gengivorragia (9%). O numero de cesarianas,
de sangramento no terceiro trimestre, prematuridade, recém-natos com baixo peso,
natimortos e malformacgdes fetais nao diferiu das gestantes nao-infectadas (59). A
transmissao vertical € incomum e, quando ocorre, se da no periodo periparto,
relacionando-se com a viremia materna no momento do parto. Nessas situagdes de
infeccdo congénita, o recém-nascido pode apresentar quadro grave, poucos dias
apés o nascimento, com febre, dor, prostracdo e trombocitopenia, além de
acometimento  neurologico (encefalopatia e sangramento intracraniano),
hemodinamico, cardiovascular, digestivo e cutaneo (9, 63).

O diagnéstico laboratorial de CHIKV é baseado na deteccao direta do virus
(isolamento viral), do RNA viral (através de RT-PCR) e de anticorpos especificos. Na
fase de viremia (até sete dias apds o inicio dos sintomas), o PCR é de mais facil e
rapida execucgao, além de permitir a contagem da carga viral. Apds este periodo, o
emprego de técnicas soroldgicas esta indicado. O diagnéstico de infecgdo recente
se faz através da deteccdo de anticorpos IgM (e.g., ELISA ou teste rapido por
imunocromatografia) e/ou aumento dos titulos de IgG em 4 vezes. Os titulos de IgM

costumam negativar apos 3-6 meses. Na fase aguda, a detecgédo de IgM pode
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ocorrer em 4 a 22% dos casos, aumentando para 80% apos 1 semana de doenca.
Ja os titulos de IgG costumam persistir por muitos anos (64, 65). Analogamente aos
flavivirus, pode haver reagédo-cruzada quando ha infecgédo por outros alfavirus (e.g.,
Mayaro), ensejando o papel da pesquisa de anticorpos neutralizantes para devida

diferenciagao em areas de cocirculagao (66).

1.4 Métodos soroldgicos e suas limitagoes

1.4.1 Dengue e Zika

Ao longo das ultimas décadas, os inumeros inquéritos soroldgicos de dengue
tém utilizado diferentes técnicas (Quadros 1 e 2), com destaque para o ELISA e a
inibicdo da hemaglutinacao (IH), os quais apresentam resultados menos equivocos
na auséncia de outros flavivirus circulantes. De fato, a ocorréncia de reacgoes-
cruzadas de anticorpos para diferentes flavivirus € um fenédmeno ha muito conhecido
(67, 68), assumindo importancia ainda maior na atualidade, devido a ampla
cocirculacdo desses virus. A maior parte dos estudos de soroprevaléncia de zika,
consideravelmente mais escassos na literatura que os de dengue, tem encerrado
limitagdes desta natureza (69). Desta forma, em alguns deles, a pesquisa de
anticorpos neutralizantes foi empregada, de modo complementar, visando a maior
especificidade. Ademais, o fendbmeno de reatividade-cruzada ndo somente impde
desafios ao diagnostico e inquéritos soroldgicos, como tem implicagdes complexas
nas respostas imunes e patogénese de infecgdes flavivirais sequenciais.

Sabe-se que os flavivirus apresentam uma organizagédo estrutural basica e
comum, com diversas similaridades em seus componentes moleculares, sendo
agrupados em diferentes soro-complexos de acordo com o nivel de intersecéo
antigénica. Estudos com DENV demonstraram que a resposta humoral tem como
alvos principais as glicoproteinas do envelope E e prM, bem como a proteina nao-
estrutural NS1 (70). A NS1 é secretada pelas células infectadas e esta relacionada a
capacidade de evasao imune e patogénese do DENV. Ja a proteina E é responsavel
pela ligacdo, fusdo e entrada do virus nas células hospedeiras, sendo o alvo
principal de anticorpos neutralizantes, relacionados a protecdo especifica e
duradoura. Por outro lado, tanto a proteina E quanto a prM deflagram também a
producido de anticorpos subneutralizantes, os quais podem apresentar reatividade-

cruzada com sorotipos heterélogos e estdo implicados na patogénese da dengue
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grave pelo fendbmeno da ADE, como descrito anteriormente (25). A capacidade de
neutralizagdo ou ndo de um virion parece estar relacionada ndo s6 ao grau de
afinidade de determinado anticorpo, mas a superagdao de um limiar de ligagdes
antigeno-anticorpo, dependente da quantidade de anticorpos e da exposi¢cdo de
epitopos aos mesmos (28, 71). Desta forma, respostas imunoldgicas em individuos
apresentando infeccdo secundaria podem levar a desfechos variados € mesmo
antagbnicos, como protecao-cruzada transitéria de um lado e exacerbacédo da
doenca de outro. A genética do hospedeiro, a genética viral, a ordem sequencial de
sorotipos e o intervalo de tempo entre as exposi¢coes parecem influenciar tais
desfechos. Para além dos sorotipos de DENV, os fendmenos imunoldgicos,
fisiopatogénicos e clinicos decorrentes de exposicdes sequenciais a diferentes
flavivirus (e.g., pacientes infectados por ZIKV com prévia infecgdo por DENV, e vice-
versa) sao ainda menos conhecidos.

Pesquisas envolvendo amostras de soro de pacientes infectados por DENV
ou por ZIKV, obtidas durante as fases aguda e de convalescenga, demonstraram
elevado grau de reagdes-cruzadas entre ambos os flavivirus. Dejnirattisai et al.
(2016) testaram amostras de criangas tailandesas infectadas por DENV, obtidas
entre 2002-2004, época em que nao havia circulacdo de ZIKV na regido. Das 18
amostras, todas apresentaram positividade para ZIKV em teste de IgM/IgG ELISA de
captura (72). Priyamvada et al. (2016) utilizaram amostras de 14 pacientes
tailandeses com infecgdo por DENV, todas igualmente positivas em teste de IgG
ELISA baseado em lisado de ZIKV (73). De modo inverso, Lanciotti et al. (2008)
realizaram ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de IgM contra diferentes
flavivirus em 23 amostras de pacientes obtidas durante surto de ZIKV no estado de
Yap, Micronésia, em 2007. A especificidade do teste de IgM ELISA anti-ZIKV foi alta
para os pacientes com critérios de infeccdo primaria por ZIKV/flavivirus. Ja para os
pacientes com critérios de infeccdo provavel por ZIKV/secundaria por flavivirus,
houve ampla positividade de ELISA IgM para DENV, virus da febre amarela (YFV),
virus da encefalite japonesa (JEV), virus da encefalite de Murray Valey (MVE) e
virus do Oeste do Nilo (WNV) (74). Em outro trabalho mais recente, Felix et. al
(2017) testaram 61 amostras de soro de pacientes com infecgdo comprovada por
ZIKV, utilizando trés testes comerciais para DENV, encontrando altas frequéncias de
IgM positivo e soroconversiao, mesmo entre os pacientes previamente DENV-n&o-

imunes (75).
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Dadas as limitagcdes no uso de soros naturalmente policlonais nesses estudos
(i.e., nao é possivel individualizar os anticorpos, seus respectivos alvos antigénicos e
suas propriedades funcionais), em alguns deles foram confeccionados painéis de
anticorpos monoclonais (mAbs), a partir de células B de memoria presentes nesses
soros (72, 73, 76). Priyamvada et al., ao construirem um painel de 47 mAbs anti-
DENV derivado do soro de pacientes com infeccdo comprovada por DENV,
observaram que quase a metade dos mAbs (26/47) apresentava afinidade com ZIKV
(lisado e/ou particula inteira), mormente anticorpos contra epitopos da glicoproteina
do envelope E (73). Ja Stettler et al. (2016), desenvolveram um painel com 119
mAbs anti-ZIKV, a partir do soro de pacientes com infecgado comprovada por ZIKV.
Neste estudo, um subgrupo de mAbs, que se ligavam a NS1 mostraram-se, em larga
medida, ZIKV-especificos. Segundo os autores, a similaridade da sequéncia de
aminoacidos que constituem as proteinas NS1 de ZIKV e DENV é de 51-53%. Em
contraste, mAbs contra os dominios | e Il da glicoproteina E (EDI/Il) mostraram
elevada reatividade-cruzada, apresentando baixa capacidade neutralizante e
induzindo ADE in vitro e em cobaias. Enquanto isso, os mAbs mais neutralizantes
tiveram como alvo o dominio Ill da proteina E (EDIII) e epitopos quaternarios (76).

Além da ampla ocorréncia de anticorpos de afinidade-cruzada e baixo poder
neutralizante, alguns estudos sugerem que infecgdes por DENV e ZIKV poderiam
produzir também, em graus variados, anticorpos neutralizantes com reatividade-
cruzada (73, 74, 77, 78). Isto foi observado no ja referido estudo de Priyamvada et
al., ao testarem soros de pacientes com infec¢gdo aguda comprovada por DENV com
teste de neutralizagédo para ZIKV (73). Os mesmos pesquisadores observaram que,
dentre os 47 anticorpos que compunham o painel de mAbs derivado desses soros, e
dos quais quase a metade apresentava afinidade com ZIKV, houve uma parcela
menor (7/26) que apresentava potencial neutralizante, evidenciando o fenbmeno em
nivel monoclonal. Por outro lado, Dejnirattisai et al. (2016) ndo encontraram niveis
significativos de anticorpos neutralizantes para ZIKV entre amostras de pacientes
com infeccéo por DENV (72). Ja no estudo de Lanciotti et al. (74), o qual envolveu
amostras de pacientes do surto de ZIKV de Yap, os testes de neutralizagdo também
nao demonstraram reagdes-cruzadas significativas entre ZIKV e outros flavivirus
quando aplicados as amostras dos pacientes com critérios de infecgao primaria por
ZIKV. O mesmo nao ocorreu com as amostras dos pacientes com critérios de
infeccdo provavel por ZIKV/secundaria (primoinfec¢gao por outros flavivirus), nas

quais houve variados graus de neutralizagao cruzada para os demais flavivirus —
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DENV (1-4), virus da febre amarela (YFV), virus da encefalite japonesa (JEV), virus
da encefalite de Murray Valley (MVE) e virus do Oeste do Nilo (WNV). Neste caso,
os titulos elevados de anticorpos neutralizantes contra outros flavivirus,
subsequentes a uma infecgdo aguda provavel por ZIKV, seriam reflexo do "pecado
original antigénico".

Uma vez que a neutralizagado cruzada entre DENV e ZIKV acontegca em grau
significativo in vivo, seu possivel corolario seria a ocorréncia de protegao-cruzada.
De forma colateral, a mesma poderia limitar a especificidade de testes de
neutralizagdo viral, preconizados como padrdo-ouro em certos algoritmos
diagndsticos, apds a fase virémica. Em compensacéo, a elevagéao de "end-points" e
pontos de cortes dos titulos de anticorpos poderia possivelmente contornar o
problema. Além disso, um estudo de Collins et al. (2017) sugere que o fendmeno
seja negligenciavel apdés seis meses da infecgdo, ao demonstrar minima
neutralizagdo-cruzada em amostras de individuos com critérios soroepidemiolégicos
de exposic¢oes prévias a ZIKV e/ou DENV, analogamente ao que acontece entre os
sorotipos de DENV (79). Isto reforgca o valor dos testes de neutralizacédo para
inquéritos soroldgicos, ensaios clinicos de vacinas e diagndstico tardio de zika em
gestantes.

Em suma, o conhecimento aprofundado dos anticorpos/epitopos envolvidos
nos fendbmenos de reacgao-cruzada, neutralizagcao/protecdo e ADE pavimentam o
caminho para o desenvolvimento de testes soroldgicos mais especificos, bem como
de vacinas e possiveis imunoterapias (55, 80). A busca pelo aprimoramento dos
métodos diagndsticos tem se baseado na existéncia de anticorpos mais especificos
contra alvos antigénicos, presentes na proteina NS1 e em regides da glicoproteina
E. Atualmente, novos testes "in-house" e comerciais de ELISA para ZIKV vém sendo
desenvolvidos, apresentando diferentes graus de especificidade, alguns mais

promissores que outros (81-86).

1.4.2 Chikungunya

A maior parte dos estudos de soroprevaléncia de chikungunya também tém
utilizado ELISA e, em menor proporg¢ao, imunofluorescéncia indireta (IF1) (Quadros 1
e 2). Os ensaios imunoenzimaticos costumam utilizar antigenos inativados nativos
de CHIKV ou variadas proteinas estruturais recombinantes do virus, incluindo a
proteina do capsideo (C), E1 e E2 (87). Alguns testes comerciais disponiveis de IFI
e ELISA apresentam altas sensibilidade e especificidade (88, 89), porém a
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ocorréncia de falso-negativos e falso-positivos nao é negligenciavel (90). Deve ser
levada em conta a possibilidade de reagcbes-cruzadas com outros alfavirus em zonas

de cocirculagao (66).

1.4.3 Descrigado dos principais métodos

O ELISA, método mais empregado nos inquéritos soroldgicos, possui
diferentes variagdes técnicas, com destaque aqui para o ELISA indireta e o ELISA
de captura. No primeiro ("antigen-coated indirect ELISA"), as microplacas séao
primariamente revestidas por antigenos virais, os quais se ligam as imunoglobulinas
especificas (IgM ou IgG), caso presentes no soro; apds lavagem, os anticorpos
ligados serao entdo detectados por outros anticorpos adicionados e conjugados a
enzimas, as quais permitirdo a reacado colorimétrica classica sobre um substrato,
medida por espectrometria. Ja no ELISA de captura ("envelope/membrane or E/M-
specific capture ELISA"), as microplacas sao revestidas por anticorpos anti-
imunoglobulina humana, o0s quais capturam inicialmente imunuglobulinas
inespecificas (IgM ou IgG) do soro do paciente; em seguida, antigenos do virus de
interesse sao acrescidos e se ligam as imunoglobulinas especificas (IgM ou 1gG),
caso presentes no soro; apdés lavagem, os antigenos ligados serdo, entao,
detectados por anticorpos do conjugado enzimatico adicionado, repetindo os passos
finais comuns a todas as variedades de ELISA. E denominado MAC-ELISA, quando
empregado para IgM, e GAC-ELISA, quando para IgG (1).

O teste de neutralizagcdo por redugdo de placas (PRNT) baseia-se na
identificacdo e quantificacdo indireta de anticorpos neutralizantes contra
determinado virus. Foi primeiramente descrito na década de 1950 (91), sofrendo
aprimoramentos posteriores com a adaptagao para DENV (92, 93). A amostra de
soro a ser testada é sequencialmente diluida e misturada a uma suspensao viral em
um tubo ou placa de microtitulacdo, permitindo a interacéo in vitro entre anticorpos e
virus, sendo posteriormente vertida sobre uma monocamada de células suscetiveis.
Esta camada é recoberta por um meio semissolido o qual impede o espalhamento
indiscriminado de virus. Ao infectar a monocamada celular, cada virus se replica,
produzindo placas de lise, as quais podem ser detectadas de diferentes formas, tais
como, observacdo microscopica, anticorpos fluorescentes ou corantes especificos.
Apods usuais 7 dias de incubacgao, as placas sdo entao contadas, comparando-se as
amostras testadas com a solucido de virus inicial, isto é, livre de anticorpos. Caso
haja anticorpos neutralizantes no soro testado, ocorrera consequente redugédo da
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quantidade de placas esperadas. Determina-se, assim, a porcentagem desta
redugdo, definindo-se um "endpoint" (e.g., 50%, expresso como PRNTsp).
"Endpoints" mais elevados aumentam a especificidade, por outro lado, podem
reduzir a sensibilidade do teste. Os titulos do PRNT sao expressos de acordo com a
ultima diluigdo do soro que atingiu a percentagem desejada de redugao na contagem
de placas. No caso particular da dengue, o teste é capaz de diferenciar anticorpos
sorotipo-especificos, ao contrario do ELISA e do IH. Além disso, por se correlacionar
bem com protegdo, tem sido empregado em estudos de desenvolvimento de
vacinas, o que motivou esforgos da Organizagdo Mundial de Saude para padroniza-
lo (94, 95).

Embora o PRNT seja considerado padrao-ouro na deteccdo de anticorpos
neutralizantes, existe uma variante do método chamada FRNT (do inglés, "Focus
Reduction Neutralization Test"), a qual oferece algumas vantagens. Ao contrario
daquele, este é realizado em microplacas de 96 poc¢os, o que reduz a area de tecido
celular e o volume de reagentes utilizados, além de possibilitar o uso de pipetas
multicanais e automacéo. Isto aumenta a reprodutibilidade intra- e interensaio, bem
como, permite testar numero maior de amostras em cada ensaio. Ademais,
utilizando a técnica imunocolorimétrica - baseada no emprego de anticorpos
capazes de se ligar ao virus infectante - possibilita a revelagcdo dos "focos" de
inoculacédo e replicacao viral em 2 dias, sendo portanto de execug¢ao mais rapida que
o PRNT (96).
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1.5 Estudos de soroprevaléncia para dengue, zika e chikungunya em

gestantes no mundo

O Quadro 1 exibe um levantamento de estudos de soroprevaléncia
realizados em gestantes pelo mundo a partir da década de 2000 para dengue, zika e
chikungunya. Todos os estudos foram realizados em paises em desenvolvimento,
demonstrando resultados bastante variados para dengue (10,8 a 97,2%) e para
chikungunya (18,2 a 71,2%) (58, 97-107). At¢é o momento, o unico estudo que
avaliou soroprevaléncia em gestantes para zika foi realizado no Brasil (104), tendo
como base um caso-controle de parturientes cujos recém-natos apresentaram
microcefalia (n=19) e parturientes cujos recém-natos nao apresentavam microcefalia
(n=257). A deteccéao de IgG anti-ZIKV (através de um teste ELISA baseado em NS1)
no primeiro grupo foi de 94,7% (IC 95%, 73,5 a 99,9%), enquanto que no segundo
foi de 69,3% (IC 95%: 63.3 a 74.5%). Um subgrupo de amostras entre os casos
(n=15) e os controles (n=171) foi analisado utilizando-se PRNT, com achados de

93,3% e 66,6%, respectivamente.
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Quadro 1. Estudos de soroprevaléncia para dengue, zika e chikungunya em gestantes, no mundo, a
partir da década de 2000.

al., 2016 (102)

Autores Localidade  Periodo do N° de gestantes Técnica Soroprevaléncia
estudo
DENGUE
Perret, et al., 2005 Tailandia 2000 245 IH 94,7%
(97)
Collenberg et al., 2006 Burkina Faso 2003-2004 492 ELISA/dot blot 36,5%
(98)
Schwarz et al., 2012 Madagascar 2010 Duas localidades: IFI 17,4% e 10,8%
(99) 195 e 251
Mohamed Ismail el al., Maléasia nao informado 358 ELISA 35,8%
2014 (107)
Wood et al., 2014 Caribe (10 2009-2011 442 ELISA 83,0%
(100) paises)
Khamim et al., 2015 Tailandia 2000-2001 141 PRNT 97,2%
(101)
Laoprasopwattana et Tailandia 2009-2010 319 ELISA 90,3%
al., 2016 (102)
Yen et al., 2016 (103) S&o Tomé e 2003-2004 78 IFI/ELISA 35,9%
Principe
ZIKA
Netto et al., 2017 (104) Salvador, 2015-2016 Caso-controle: ELISA/PRNT 94,7% e
Brasil 19 parturientes 69,3%,
(RN com respectivamente
microcefalia)
257 parturientes
(RN sem
microcefalia)
CHIKUNGUNYA
Gérardin et al., 2008 llhas 2006 888 ELISA 18,2%
(58) Reuniao
Sissoko et al., 2008 llha Mayotte 2006 629 ELISA 26% (IgM+)
(105)
Schwarz et al., 2012 Madagascar 2010 Duas localidades: IFI 44,6% e 22,7%
(99) 195 e 251
Bacci et al., 2015 Benin 2006/2007 352 ELISA/IFI/PRNT  36,1%
(106)
Laoprasopwattana et Tailandia 2009-2010 319 IFI 71,2%

ELISA: ensaio imunoenzimatico; IFIl: imunofluorescéncia indireta; IH: Teste de inibicdo da hemaglutinagéo; PRNT:

Teste de neutralizagéo por reducéo de placas; RN: recém-nascido. Fonte: o autor.
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1.6 Estudos de soroprevaléncia para dengue, zika e chikungunya, de base-

populacional e em populagoes especificas, no Brasil

O Quadro 2 demonstra um levantamento das soroprevaléncias para dengue,
zika e chikungunya realizados em cidades de grande, médio e pequeno portes do
Brasil (104, 108-123). Como esperado, a larga maioria dos inquéritos populacionais
referem-se a dengue. Outros estudos utilizaram amostras de conveniéncia de
populagdes-especificas (e.g. criangas de escolas publicas). Nota-se uma marcante
variacdo dos achados, entre localidades e ao longo do tempo (4,0 a 90,1%).
Inquéritos soroepidemiolégicos avaliaram também fatores sociodemograficos,
frequéncia vetorial e analises espaciais, correlacionando-os a complexa dinamica
epidemioldgica que envolve esta arbovirose (119-121).

Em contraste, estudos de soroprevaléncia de zika e chikungunya ainda sao
escassos, tendo em conta a introdugdo mais recente destes arbovirus no pais. Um
estudo realizado em Salvador, Bahia, por Netto e colaboradores (104) incluiu, além
de parturientes, outras populacdes especificas, como pacientes HIV, pacientes com
tuberculose e funcionarios de uma universidade, cujas amostras foram colhidas
entre 2013 e 2016. Dentre os achados principais, estavam soroprevaléncias de

63,3%, 75,7% e 7,4%, para zika, dengue e chikungunya, respectivamente.
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Quadro 2. Estudos de soroprevaléncia para dengue, zika e chikungunya no Brasil.

Autores Localidade Tipo de Periodo do N° de Técnica  Soroprevaléncia
amostra estudo participantes
DENGUE
Figueiredo et Rio de Janeiro criancas de 1986-87 402 (1986) e IH 24,9% (1986) e
al., 1990 (RJ) escolas 384 (1987) 44,5% (1987)
(100) publicas
Figueiredo et Ribeirdo Preto  base 1992 662 EIA-ICC 5,4%
al., 1995 (101) (SP) populacional
Da Cunha et Niterdi (RJ) criangas de 1991-2 450 IH 66%
al., 1995 (102) escolas
publicas
Da Cunha et Paracambi criangas de 1994 370 IH 39,2%
al., 1997 (103) (RJ) escolas
publicas
Vasconcelos Fortaleza (CE) base 1994 1.341 IH 4,0%
et al., 1998 populacional
(104)
Vasconcelos S&o Luis, Paco base 1996 1.017,101 e IH 41,4%, 55,4% e
et al., 1999 do Lumiar e populacional 100 58%
(105) Séao José de
Ribamar (MA)
Vasconcelos Ipupiara e base 1995 461 e 228 IH 11,9% e 17,5%
et al., 2000 Prado (BA) populacional
(106)
Teixeira Mda Salvador (BA)  base 1998 1.515 IH 68,7%
et al., 2002 populacional
(107)
Siqueira etal., Goiania (GO) base 2001-2002 1.585 (2001) e ELISA 29,5% e 37,3%
2004 (108) populacional 2.906 (2002)
Lima et. al., Campinas (SP) base 1998 1.260 EIA-ICC 14,7%
2007 (109) populacional
Silva-Nunes et Assentamento  base 2004 405 ELISA/P  18,3%
al., 2008 (110) Pedro Peixoto  populacional RNT

(AC)
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Quadro 2. Estudos de soroprevaléncia para dengue, zika e chikungunya no Brasil. (continuagéo)

Hondrio etal., Rio de Janeiro base 2007-2008 326 (2007) e ELISA 60,26%, 56,07% e
2009 (111) (RJ), 3 bairros  populacional 258 (2008) 77,44%
Braga et al., Recife (PE), 3  base 2005-2006  2.833 ELISA 91,1%, 87,4% e
2010 (112) bairros populacional 74,3%
Pessanha et Belo Horizonte  base 2006-2007 709 PRNT 11,9%
al., 2010 (113) (MG),emtrés  populacional
bairros
Teixeira et al., Salvador (BA) base 1998 e 625 (1998) e ELISA/IH 26,6% e 33,2%
2012 (114) populacional: 2000 289 (2000)
criangas 0-3
anos
Netto et al., Salvador (BA)  diferentes 2013-2016 206 ELISA 75, 7%
2017 (96) populagoes-
especificas (*)
ZIKA
Netto et al., Salvador (BA) diferentes 2013-2016 633 ELISA/P  63,3%
2017 (96) populagoes- RNT
especificas (*)
CHIKUNGUNYA
Cunha et al., Riachéo do base 2016 120 ELISA 20%
2017 (115) Jacuipe (BA) populacional
Netto et al., Salvador (BA) diferentes 2013-2016 633 ELISA 7,4%
2017 (96) populagoes-

especificas (*)

ELISA: ensaio imunoenzimatico; IFIl: imunofluorescéncia indireta; IH: Teste de inibicdo da hemaglutinagao; PRNT:
Teste de neutralizagéo por reducéo de placas; EIA-ICC: Teste imunoenzimatico em culturas celulares infectadas

(*): gestantes, pacientes HIV+, pacientes com TB e trabalhadores de uma universidade. Fonte: o autor.
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1.7 Justificativa

Afora os registros de vigilancia epidemiolégica, com suas conhecidas
limitagdes (subnotificagdes, casos assintomaticos, acuracia limitada dos critérios
clinico-epidemiolégicos), ha uma escassez de dados que reflitam a real magnitude
das epidemias recentes causadas por ZIKV e CHIKV no Brasil. Estudos de
soroprevaléncia constituem ferramentas valiosas ao permitirem estimar a frequéncia
de infecgbes prévias em determinada populagdo (ou estrato populacional
especifico), bem como a momenténea relagéo de individuos imunes/suscetiveis. Isto
contribui para melhor compreensao da dindmica das epidemias, auxiliando
projegdes futuras e o planejamento de respostas adequadas.

Inquéritos soroldgicos pontuais demonstraram variadas propor¢des de
sororreatividade para dengue nas populagdes de diferentes regides metropolitanas
brasileiras e em diferentes periodos. Em contraste, ha uma quase absoluta escassez
de estudos de soroprevaléncia de zika e chikungunya no Brasil, cujas epidemias tém
marcos temporais mais recentes. Pelas razdes explicitadas, consideramos relevante
a realizacdo de estudos deste tipo em regides metropolitanas com registros
historicos de cocirculagdo de DENV, ZIKV e CHIKV, como a Baixada Fluminense, da

qual Nova lguagu é uma destacada representante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estimar a prevaléncia sorolégica de infecgdo prévia por dengue, zika e
chikungunya virus numa populagao de gestantes atendidas em uma maternidade de

Nova Iguacu.

2.2 Objetivos Especificos

» Descrever as caracteristicas demograficas e obstétricas da amostra de
gestantes recrutadas.

* Avaliar as prevaléncias sorolégicas segundo os locais de residéncia
das participantes (municipios e bairros).

* Avaliar a associacao entre as soropositividades para as arboviroses na
amostra de gestantes.

* Estimar a validade da informacao oral acerca de infeccao arboviral

prévia, tendo como padrao-ouro a sorologia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal.

3.2 Localidade e Instituicoes

O municipio de Nova Iguacgu (Figura 1) localiza-se na Baixada Fluminense, no
estado do Rio de Janeiro. Pertence a regido metropolitana do Rio de Janeiro,
situando-se a noroeste da capital. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em 2017, possuia uma populagdo estimada de 798.647
habitantes. No ultimo censo brasileiro, realizado em 2010, havia 83.1% de domicilios
com esgotamento sanitario adequado e 53.3% de domicilios urbanos em vias
publicas com urbanizagdo adequada (presenca de bueiro, calgada, pavimentagao e
meio-fio). O indice de desenvolvimento humano (IDH) era de 0,713, enquanto que a
média no Brasil era de 0,699, e no mundo de 0,624 (124).

A Maternidade Mariana Bulhdes é a unica maternidade publica do municipio
de Nova Iguagu, atendendo também populagdes de outros municipios proximos.
Realiza 5.000 partos/ano, incluindo de alto risco.

O Hospital Geral de Nova Iguagu (HGNI/MS), instituicao de apoio ao presente
estudo, € um hospital geral do Ministério da Saude e conta com 350 leitos. Esta
localizado préximo a periferia do Rio de Janeiro e serve a uma grande populacéo da
Baixada Fluminense, onde é o unico hospital publico. Nesta unidade funciona um
centro de pesquisa clinica associado ao Laboratério de AIDS e Imunologia
Molecular/FIOCRUZ. Os departamentos de Pediatria, Obstetricia/Ginecologia e
Doencas Infecciosas contam com uma equipe treinada, voltada exclusivamente para
a assisténcia integral a gestantes e seus bebés. O servigo conta com uma equipe
multiprofissional especifica para o atendimento e acompanhamento da gestante
portadora de infeccdo pelo HIV-1. Ha 16 anos, o centro de pesquisa participa de
ensaios clinicos terapéuticos e em prevencao para a rede IMPAACT/NICHD do
National Institutes of Health (NIH).

O Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular (LABAIDS - Fiocruz) foi

credenciado em 1991 e, desde entdo, tem como missao a realizacdo de atividades
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de pesquisa, ensino, desenvolvimento tecnoldgico, inovagdo, ensaios clinicos e
atividades de referéncia, nos diferentes aspectos da infeccdo pelo HIV, visando a
promogao da saude. Nosso grupo atua em estreita colaboragdo com grupos de
pesquisa clinica do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/FIOCRUZ) e do Hospital Geral de Nova Iguagu (HGNI), de epidemiologia do
ICICT/FIOCRUZ, do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América
(NIH), da Agéncia Nacional Francesa de Pesquisa em HIV/aids e Hepatite B & C
(ANRS), do Centro de Controle de Doencgas e Prevengao dos Estados Unidos da
América (CDC), dentre outros grupos no pais e no exterior. Desde o seu
credenciamento, o LABAIDS colabora com o Departamento Nacional de DST, Aids e
Hepatites Virais em suas acdes de pesquisa e referéncia em saude e desde 2011 é
laboratério de referéncia da Organizagdo Mundial da Saude para vigilancia da

resisténcia transmitida do HIV-1 aos antirretrovirais (HIVResNet).

Figura 1. Localizagdo do municipio de Nova Iguagu,
Rio de Janeiro, Brasil. Autor: Raphael Lorenzeto de Abreu

3.3 Populagao do estudo e selegao dos participantes

A populagado de estudo compreendeu gestantes atendidas na emergéncia de
uma maternidade publica do municipio de Nova Iguagu. Determinou-se como
critérios de inclusdo aquelas com idade igual ou superior a 18 anos, as quais se
apresentavam ao setor de triagem da Maternidade Mariana Bulhbdes e, apds
passarem por avaliagdo médica, eram admitidas na sala de medicacao e pré-parto,
por qualquer motivo admissional. Foram considerados critérios de exclusao a recusa

em assinar o termo de consentimento e a presenca de sinais de intoxicagéo (i.e.,

25



uso de substancias entorpecentes). O convite para participagdo no estudo ocorria
nos turnos da manha e da tarde, de segunda a sexta-feira.
O recrutamento das gestantes se deu no periodo compreendido entre margo

e agosto de 2017 (seis meses).

3.4 Plano amostral

O calculo do numero de participantes recrutados em 6 meses, tendo em conta
o universo amostral (N) de 5.000 partos anuais médios (2.500 partos por 6 meses) e

prevaléncias desconhecidas dos agravos, foi de 334 gestantes (n=334).

3.5 Fluxo, coleta de dados e de espécimes clinicos

Apods aplicagao do termo de consentimento, a recrutadora treinada do estudo
realizava a coleta de dados sumarios da gestante, através de ficha padronizada
(nome; data de nascimento; cidade e bairro de residéncia; se realiza
acompanhamento pré-natal, com base em relato e/ou presenca de cartao pré-natal,
idade gestacional; se relata diagndstico prévio de dengue, zika e chikungunya;
histéria de vacinagao para febre amarela), a qual se encontra na segdo de Anexos.
Em seguida, era realizada a coleta de 10 ml de sangue. O resultado dos testes-
rapidos de HIV e sifilis eram prontamente liberados, conforme previsto na rotina
adotada no servico.

O quadro clinico suspeito de infecgdo aguda por arbovirus foi definido como
gestantes que apresentassem exantema maculo-papular ou febre, acompanhado de
dois ou mais dos seguintes sinais e sintomas: hiperemia conjuntival sem
secrecao/prurido ou poliartralgia ou edema periarticular ou prurido. Em caso de
quadro clinico suspeito de zika ou possivel infecgao aguda assintomatica (i.e., IgM
positivo), a gestante/parturiente/puérpera e a crianga exposta seriam encaminhadas
para avaliagao por infectologista, obstetra e pediatra do HGNI. Gestantes com teste-
rapido positivo para sifilis e/ou HIV, e suas respectivas criancas, eram conduzidas
por obstetras e pediatras da unidade, conforme protocolo clinico do Ministério da

Saude.
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3.6 Avaliagoes e técnicas laboratoriais

Os seguintes exames laboratoriais foram realizados nas amostras de sangue
das gestantes: teste-rapido para HIV, teste-rapido para sifilis, sorologia para DENV,

sorologia para ZIKV e sorologia para CHIKV.

3.6.1 Diagnéstico de Dengue, Zika e Chikungunya

Todas as amostras foram submetidas a técnica de ELISA, através de testes
comerciais autorizados para uso no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), visando a deteccao de anticorpos das classes IgM e IgG contra
DENV, ZIKV e CHIKV, bem como, antigenos NS1 de DENV.

A sequir, sao listados os testes comerciais utilizados no presente estudo:

* Anti-DENV IgM (Serion Elisa Classic - Virion\Serion, Germany)

Para detecg¢ao de anticorpos da classe IgM contra DENV. Baseia-se em técnica de
ELISA indireta, cujas microplacas sao revestidas por lisado viral inativado. Baseado
em trés estudos descritos pela bula, o fabricante reportou uma sensibilidade de 99-
100% e uma especificidade de 92,7-100% (125).

* Anti-DENV IgG (Euroimmun, Germany)

Para deteccao de anticorpos da classe IgG contra DENV. Baseia-se em técnica de
ELISA indireta, cujas microplacas sdo revestidas por uma mistura de antigenos
virais purificados. Baseado em dois estudos descritos pela bula, o fabricante
reportou sensibilidade e especificidade de 100% (126).

* Antigeno NS1 de DENV (Panbio Dengue Early ELISA, South Korea)

Para deteccdo de antigeno NS1 de DENV. Baseia-se em técnica de ELISA
sanduiche, cujas microplacas sao revestidas por anticorpos anti-NS1, associando o
uso sequencial de anticorpo monoclonal (mAb) Anti-NS1 conjugado. Segundo o
fabricante, sua sensibilidade variou de 76% a 77,7% e sua especificidade de 93,6%
a 98,4%, em dois estudos (127).

* Anti-ZIKV IgM capture (Novagnost, Germany)

Para deteccdo de anticorpos da classe IgM contra ZIKV. Baseia-se em técnica de
ELISA de captura, cujas microplacas séo revestidas por anticorpos anti-IgM humano,
associando o uso sequencial de uma mistura de antigenos de ZIKV conjugados.
Segundo a bula do fabricante, sua sensibilidade é de 100% e especificidade de
98,5% (128).
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* Anti-ZIKV ELISA I1gG (Euroimmun, Germany)

Para deteccédo de anticorpos da classe IgG contra ZIKV. Baseia-se em técnica de
ELISA indireta, cujas microplacas sao revestidas por proteina ndo-estruturais (NS1)
recombinantes. A sensibilidade do teste reportada pela bula é de 76%, aumentando
para 97% quando combinado a IgM. A especificidade seria de 100% (129).

* Anti-CHIKV ELISA IgM e Anti-CHIKV ELISA IgG (Euroimmun, Germany)

Para deteccao de anticorpos das classes IgM e IgG contra CHIKV. Baseiam-se em
técnica de ELISA indireta, cujas microplacas sao revestidas por uma mistura de
proteinas estruturais recombinantes do virus. De acordo com a bula, no que se
refere a IgM, a sensibilidade variou de 99,7% a 100% e a especificidade de 99% a
100%, baseado em trés estudos (130). Ja para IgG a sensibilidade e especificidade

foram de 100%, baseado em um estudo (131).

3.6.2 Diagnéstico de HIV e Sifilis

O diagnéstico de infecgao pelo HIV-1 seguiu o fluxograma estabelecido pelo
Ministério da Saude, tendo se baseado na pesquisa de anticorpos anti-HIV-1 no
sangue através de teste-rapido (Alere Determine™ HIV-1/2, USA). Nos casos
positivos, a confirmagao foi realizada por teste-rapido de segunda marca (Teste
Rapido HIV-1/2 - Bio-Manguinhos, Brasil). Por sua vez, o diagnéstico de sifilis

baseou-se na realizagao de teste rapido treponémico (Determine™ Syphilis, USA).

3.7 Variaveis do estudo

Dispondo como fonte os dados preenchidos pela recrutadora na ficha
padronizada, o presente estudo estabeleceu as seguintes variaveis demogréficas,
obstétricas e anamnésticas: idade; idade gestacional a admisséao; cidade e bairro de
residéncia; se realiza acompanhamento pré-natal (sim/ndo); relato de diagnéstico
prévio de dengue, zika e chikungunya (sim/n&o); relato de vacinagao para febre
amarela (sim/n&o).

No que se refere a avaliagdes soroldgicas, foram definidos como resultado (i)
"positivo" aqueles definidos como positivo e (i) "negativo" aqueles definidos como
negativo e "borderline", segundo os limites de absorbancia e calculos especificados
pela bula de cada teste comercial (ELISA). "Positividade combinada", ou "sorologia

positiva", foi definida como ELISA IgG e/ou IgM positivos para o virus de interesse.
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3.8 Aspectos éticos

As mulheres convidadas a participar do estudo receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) com informagdes gerais sobre os objetivos
e os procedimentos do estudo (ver Anexos).

Os pesquisadores envolvidos no projeto pautaram-se pelos Termos das
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos —
Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS)/Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP). Foram levadas em consideracdo as normas para uso
de amostras estocadas de acordo com a Resolugdao CNS No 411, de 2011, a qual
regula o uso de amostras estocadas e uso de biorrepositorio. O presente trabalho
teve sua realizagdo respaldada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz/IOC), sob o parecer de numero
CAAE: 56852416.0.0000.5254.

3.9 Analise estatistica

As proporcdes de soropositivos foram descritas em forma de percentuais. O
teste qui-quadrado foi empregado para a andlise cruzada de variaveis categéricas.
Resultados foram considerados estatisticamente significativos quando o p-valor foi
inferior a 0,05. O intervalo de confianga usado foi de 95%. Para a analise estatistica,

utilizamos o programa R 3.3.2.
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4 RESULTADOS

De margo a agosto de 2017, foi recrutado um total de 349 gestantes. A média
de idade foi de 26,9 anos, com mediana de 26 anos. A média de idade gestacional
(em semanas) foi de 38,8 e mediana de 39. A seguir, encontram-se os graficos com
dados demograficos e relativos a gestagao (Tabela 1).

A analise da amostra recrutada revela que a Maternidade Mariana Bulhdes
atende a gestantes de diferentes partes do municipio de Nova Iguagu, com destaque
para as regides mais populosas e centrais. Além disso, cerca de 36% das gestantes
arroladas provém de municipios vizinhos, o que reflete a importancia de Nova
Iguacu na oferta de servigos e equipamentos de saude para a populagao da Baixada
Fluminense (Figura 2 e Quadro 1).

A maior parte das gestantes admitidas encontrava-se em idade gestacional
avancada e em trabalho de parto (81%). Nao houve gestantes apresentando quadro
clinico agudo suspeito de arbovirose, refletindo a redugdo das incidéncias das trés
doengas no primeiro semestre do ano de 2017. Perguntadas se ja tiveram
diagndstico prévio de dengue, zika e chikungunya, as participantes deram respostas
afirmativas em, respectivamente, 6%, 12% e 9% dos casos. Por sua vez, a pergunta
acerca de vacinacdo prévia para febre amarela s6 foi incluida no questionario
quando o recrutamento ja estava em andamento; sendo assim, das 349 gestantes,

168 foram inqueridas e somente uma gestante respondeu afirmativamente.
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Tabela 1.

Dados demograficos e obstétricos relativos as gestantes

recrutadas em maternidade publica de Nova Iguagu, Rio de Janeiro, de
margo a agosto de 2017 (n=349)

Variaveis Categorias n (%)
Idade das participantes 18-24 anos 141 (40,4)
25-29 anos 100 (28,7)
29-47 anos 108 (30,9)
Municipio de residéncia Nova lguagu 222 (64)
Belford Roxo 36 (10)
Mesquita 12 (3)
Queimados 38 (11)
Japeri 17 (5)
Outros municipios 19 (6)
Dados ausentes 5(1)
Trimestre da gestagcdo  Primeiro trimestre 2 (<1)
Segundo trimestre 2 (<1)
Terceiro trimestre 332 (95)
Indeterminada/sem dados 13 (4)
Pré-natal Sim 310 (89)
N&o 12 (3)
Auséncia de dados 27 (8)
Motivo da admisséo Trabalho de parto 282 (81)
Suspeita de arboviroses 0 (0)
Outros motivos 58 (17)
Dados ausentes 9(2)
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Figura 2. Mapas do municipio de Nova Iguagu, Rio de Janeiro.
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(64%)

3b. Distribuicdo de gestantes moradoras de Nova Iguagu

3a. Distribuicdo de gestantes por municipios de origem
(n=349) por bairros de origem (zonas administrativas) (n=222)

Figura 3. Locais de moradia das gestantes recrutadas em maternidade publica de Nova Iguagu, Rio de Janeiro,

de margo a agosto de 2017
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Das 349 amostras submetidas aos diferentes testes comerciais de ELISA,
308 apresentaram IgG DENV positivo e 32 IgM DENV positivo. A positividade
combinada (IgG e/ou IgM positivos) para DENV totalizou 310, o que corresponde a
88,8% (IC 95%: 85,5 a 92,1) das amostras. Todas as amostras foram negativas para
o antigeno NS1 de DENV. Para ZIKV, houve 163 espécimes IgG positivos e 6 IgM
positivos, com positividade combinada de 165/349, perfazendo 47,2% (IC 95%: 42,0
a 52,5) das amostras. Ja em relagao ao CHIKV, 99 das amostras apresentaram IgG
positivo e nenhuma apresentou IgM positivo. Com isso, houve positividade de 28,3%
(IC 95%: 23,6 a 33,1) das amostras para CHIKV (Tabela 2 e 3).

Na presuncdo de que positividade dupla para DENV e ZIKV poderia
representar tanto infecgdo prévia por ambos os virus quanto reagao-cruzada (i.e.,
falso-positivo para um ou para outro), foi realizado um cruzamento dos resultados.
Observou-se dupla positividade em 163 amostras, o que corresponde a 52,6% das
310 positivas para DENV e 98,7% das 165 positivas para ZIKV.

Tabela 2. Resultado dos testes de ELISA para DENV, ZIKV e CHIKV, entre 349 gestantes
de uma maternidade publica de Nova Iguagu (RJ), de margo a agosto de 2017

Sorologia Teste comercial Positivo "Borderline" Negativo
n (%) n (%) n (%)
DENV IgM Virion\Serion 32(9,2) 39 (11,1) 278 (79,7)
DENYV IgG Euroimmun 308 (88,3) 4(1,1) 37 (10,6)
NS1 DENV Panbio 0 (0,0) - 349 (100,0)
ZIKV IgM Novagnost 6 (1,7) 8(2,3) 335 (96,0)
ZIKV IgG Euroimmun 163 (46,7) 39 (11,2) 147 (42,1)
CHIKV IgM Euroimmun 0 (0,0) 3(0,9) 346 (99,1)
CHIKV IgG Euroimmun 99 (28,4) 4(1,1) 246 (70.5)

Legenda: DENV - dengue virus; ZIKV- zika virus; CHIKV - chikungunya virus

Tabela 3. Total de amostras com positividade combinada (IgG e/ou IgM
positivos) em ELISA para DENV, ZIKV e CHIKV, entre 349 gestantes de
uma maternidade publica de Nova Iguagu (RJ), de marco a agosto de 2017

Positividade combinada n (%) IC (95%)
DENV ELISA 310/349 (88,8) 85,5% - 92,1%
ZIKV ELISA 165/349 (47,2) 42,0% - 52,5%
CHIKV 99/349 (28,4) 23,6% - 33,1%

ELISA
Legenda: DENV - dengue virus; ZIKV- zika virus; CHIKV - chikungunya virus
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A Tabela 4, a seguir, exibe os resultados dos testes-rapidos para HIV e sifilis,

com destaque para a alta soroprevaléncia de sifilis (8,9%).

Tabela 4. Testes-rapidos para HIV e Sifilis, entre 349 gestantes de uma
maternidade publica de Nova lguagu (RJ), de margo a agosto de 2017

Positivo Negativo Sem dado
Teste-rapido HIV 2 (0,6%) 333 14
Teste-rapido 31 304 14
Sifilis (8,9%)

Apos testarmos a hipdtese de um aumento progressivo de sorologia positiva
para DENV de acordo com a idade das participantes — refletindo maior tempo de
exposicao durante a vida aos ciclos epidémicos —, ndo encontramos dados que a
corroborassem em nossa amostra. Isto, provavelmente, se deve a estreita faixa de
idade das participantes.

Quando analisada a soropositividade de acordo com os municipios de origem,
houve uma tendéncia de aumento geral do risco estimado em relacéo as gestantes
que moravam em Nova Iguagu vs. gestantes que moravam em municipios
adjacentes. Contudo, somente para zika houve significancia estatistica (OR: 1,74; IC
95%: 1,22 a 2,73). Ja no subgrupo de gestantes residentes em Nova Iguacu, uma
analise comparativa entre as regides administrativas de origem néao redundou em
diferencas de chances com significancia estatitica para nenhuma das trés
arboviroses. Alternativamente, a ideia de agrupar as regides administrativas em
categorias socioecondmicas bem definidas seria pouco adequada, visto que elas
englobam, cada qual, diversos bairros com condi¢cbées geograficas bastante variadas
entre si.

Ao compararmos os resultados das sorologias na amostra, observamos uma
razdo de chances de 3,69 (IC 95%: 2,24 a 6,07) entre as positividades para ZIKV e
CHIKV, com significancia estatistica. Tal achado pode ser traduzido desta forma:
individuos com sorologia positiva para ZIKV tiveram uma chance de 3,69 de ter
sorologia positiva para CHIKV, e vice-versa. O mesmo ocorreu, em menor medida,
entre DENV e CHIKV (OR 2,95; IC 95%: 1,12 a 7,80). Embora também associadas,
as positividades para DENV e ZIKV podem representar mera reatividade-cruzada,
limitando sua interpretacao, razao pela qual nao estao aqui apresentadas.

A acuracia da informagao oral acerca de diagndstico anterior foi avaliada

através de indicadores de validade, tendo como padrdo-ouro suas respectivas
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soroprevaléncias (Tabela 5). As especificidades dos relatos foram relativamente
altas para o relato de dengue, zika e chikungunya prévias (97,4%, 93,9% e 96,7%,

respectivamente), em contraste com as baixas sensibilidades.

Tabela 5. Indicadores de validade para informacéo oral referente a diagndstico prévio de
dengue, zika e chikungunya, tendo como padrao-ouro soroprevaléncia, em gestantes de
uma maternidade publica de Nova Iguagu (RJ), de marco a agosto de 2017 (n = 349).

Sensibilidade Especificidade VPP (%) VPN (%)
(%) (%)
Relato de dengue 0,06 97,4 95,0 0,11
Relato de zika 20,1 93,9 75,0 56,7
Relato de 24,7 96,7 75,0 76,7

chikungunya

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

Até o momento de submissao desta dissertacao, quatro das seis participantes
com IgM positivo para ZIKV haviam sido localizadas, visando ao acompanhamento
de suas respectivas criangas. Das criangas avaliadas pela pediatra (anamnese,
exame fisico e marcos do desenvolvimento), somente uma, ja com um ano de idade,
apresentava leve atraso de desenvolvimento. Para todas elas, foram solicitados
exames complementares - seguindo o Protocolo de Vigilancia e Resposta a
Ocorréncia de Microcefalia e/ou Alteragbes do Sistema Nervoso Central do MS (132)
- tais como tomografia computadorizada de cranio, fundo de olho, exame auditivo e
sorologia para ZIKV, ainda com resultados pendentes. O servigco de pediatria do
centro de pesquisa do HGNI irda acompanha-las até os dois anos de idade. Das duas
participantes restantes, uma foi localizada, porém, até o momento, mostra-se
reticente em comparecer a unidade; a outra ainda nao foi localizada (endereco e

numero de telefone ndo correspondentes).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou valores marcantes de prevaléncia sorolégica
para as trés arboviroses de interesse na amostra de gestantes testadas, refletindo o
contexto epidemiolégico no qual estdo inseridas.

Em relacdo a dengue, encontramos uma soroprevaléncia que rivaliza com o0s
achados mais expressivos de outros inquéritos soroldgicos, tanto envolvendo
gestantes mundo afora, quanto naqueles de base-populacional realizados no Brasil
(Quadros 1 e 2). Uma vez que nao tivemos a capacidade de realizar ensaios de
neutralizacdo para DENV, ha maior possibilidade de terem ocorrido falso-positivos
por reagdes-cruzadas (i.e., eventuais gestantes previamente infectadas por ZIKV e
DENV-nao-imunes). Com isso, a taxa de 88,8% poderia estar superestimada.
Salienta-se que o fabricante do teste de IgG ELISA (Euroimmun) nao revela os
antigenos de DENV nele empregados. Embora a bula (133) descreva sensibilidade e
especificidade de 100% em estudos iniciais, a mesma também reporta reagdes-
cruzadas com outros flavivirus (virus do Oeste do Nilo e virus da febre do carrapato).
Felix et al. (2017) ja descreveram reagdes-cruzadas deste teste em soros de
pacientes com infeccdo recente por ZIKV (75). Se, oportunamente, excluirmos as
amostras positivas para ZIKV na amostra de nosso estudo, temos uma
soroprevaléncia para dengue ainda alta, correspondendo a 79,9%.

Da mesma forma, os resultados sorolégicos para zika merecem cuidadosa
interpretacdo, em face das possiveis reagdes-cruzadas. Aqui, cabe uma breve
revisdo dos dados publicados envolvendo os testes comerciais para ZIKV
empregados. Para o teste de IgM de captura/MAC-ELISA (Novagnost, Siemens), a
composi¢cdo dos antigenos utilizados pelo fabricante ndo € revelada. Segundo
descrito em sua bula (128), a especificidade do teste € de 98,5% e sensibilidade de
100%. O Centers for Disease Control and Prevention (CDC), dos Estados Unidos,
emprega outro ELISA por captura para IgM (MAC-ELISA), no diagnéstico de
infeccdo aguda. Todavia, também este 6rgao nao revela a composi¢cao precisa dos
antigenos de seus ensaios. No que se refere ao teste de IgG ELISA indireta
(Euroimmun), sao utilizadas proteinas NS1 recombinantes. Segundo sua bula (129),
em uma analise de 29 amostras de pacientes com infeccdo comprovada por ZIKV, a
sensibilidade combinada (IgM/IgG) foi de 97%, com 86% para IgM e 76% para 1gG,

isoladamente; ndo ha descricdo do tempo do inicio dos sintomas em que foram
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coletadas as amostras. O mesmo documento reporta que soros de pacientes com
outras infecgdes por flavivirus foram testados, com quase auséncia de reacodes-
cruzadas, a saber: DENV (n=120), virus da encefalite do carrapato (TBEV) (n=15),
virus da febre amarela (n=12), JEV (n=25) e WNV (n=34). Dentre todos os soros,
apenas um paciente com infecgdo aguda por JEV foi positivo.

Com o propodsito de avaliar a especificidade do teste IgG ELISA indireta
(Euroimmun), Huzly et al. (2016) o utilizaram em amostras de pacientes com
diferentes diagndsticos/condigbes (81). Demonstrou-se alta especificidade, tendo
contudo envolvido um numero pequeno de pacientes com infec¢gao aguda por DENV
comprovada por teste molecular. Para testagem do Anti-ZIKV IgG foram utilizados
um total de 126 amostras - infecgao por DENV (n=10), infec¢gdo por TBEV (n=21),
vacinagado para TBEV (n=52), vacinacao para febre amarela (n=15), infeccéo pelo
virus da hepatite C (n=16), infecgdo aguda por ZIKV (n=11) e infec¢ao passada por
ZIKV (n=1). Ja para testagem do Anti-ZIKV IgM foram utilizadas 132 amostras -
infeccdo por DENV (n=16), infecgao por TBEV (n=38), vacinagao para febre amarela
(n=15), IgM policlonal (n=52) e infec¢ao por ZIKV (n=11). As amostras de pacientes
com "infeccao por ZIKV" provieram do Brasil e foram definidas assim por IF| positiva.
Para o Anti-ZIKV IgG houve especificidade de 100% (IC 95%: 95,9 a 100). Para o
Anti-ZIKV IgM houve alta especificidade, com somente um falso-positivo e dois
"borderline" (amostras de paciente com IgM policlonal).

Por sua vez, Steinhagen et al. (2016), em estudo patrocinado pelo fabricante
do referido teste, utilizaram 27 amostras de pacientes com infecgdo aguda por ZIKV
(confirmados por PCR) e 85 amostras de pacientes com infecgdo suspeita por ZIKV
(critérios clinico-epidemioldgicos e IFI positiva), provindas tanto de viajantes quanto
de residentes de zonas endémicas (134). Tais amostras foram comparadas com 252
amostras de pacientes com infecgdo confirmada por outros patégenos, incluindo:
DENV (n=93), WNV (n=34), JEV (n=25), CHIKV (n=19) e Plasmodium spp. (n=69),
além de pds-vacinagao para febre amarela (n=12). Dentre as amostras confirmadas
para ZIKV, coletadas apds 6 dias do inicio dos sintomas, a sensibilidade foi de
58,8% (95% IC: 26,0 a 7,4) para ELISA IgM, 88,2% (95% IC: 64,4 a 98,0) para
ELISA IgG e 100% (IC 95%: 78,4 a 100) para o combinado IgM/IgG, com
especificidade de 99,8% (IC 95%: 99,2 a 100). Entre todas as amostras testadas
referentes a outros patdgenos, possivel reagao-cruzada ocorreu em 0,8% (95% CI: 0
a 3.0) e 0,4% (95% CI: 0 a 2,4) para IgM e IgG, respectivamente. Nao foi detectada

reacdo-cruzada em amostras com altos titulos de anticorpos para DENV. Ja em
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outro estudo, desenhado para avaliar a sensibilidade do mesmo teste, Lustig et al.
(2017) utilizaram 105 amostras de 63 viajantes israelenses, europeus e chilenos, em
retorno de zona endémica e com infecgdo comprovada por ZIKV (por PCR ou teste
de neutralizagdo), demonstrando uma sensibilidade combinada IgM/IgG menor
(88%), para amostras coletadas apds cinco dias de doenca (135).

Utilizando espécimes de pacientes com infecgédo suspeita por ZIKV, Granger
et al. (2017) compararam o grau de concordancia entre trés testes de IgM para ZIKV
- MAC-ELISA IgM do CDC, InBios ZIKV Detect™ e anti-ZIKV IgM ELISA Euroimmun
(84). Os dois primeiros apresentaram uma performance comparavel, com
concordancia positiva, concordancia negativa e valor de kappa variando,
respectivamente, entre 87.5-93.1%, 95.7-98.5% e 0.52-0.83. Em contraste, a
comparagao de ambos com o teste de IgM ELISA Euroimmun resultou em
concordancia positiva, concordancia negativa e valor de kappa variando,
respectivamente, entre 17.9-42.9%, 91.7-98.6% e 0.10-0.39. Uma vez que o trabalho
teve como notavel limitacdo o uso de poucas amostras com infeccdo comprovada
por ZIKV, os autores supdem que a baixa concordancia positiva do teste de IgM
ELISA Euroimmun, em relacdo aos dois primeiros, poderia ser explicada por menor
sensibilidade do mesmo ou, de outro modo, por sua maior especificidade. A
especificidade aumentada, reportada pelos estudos descritos acima, estaria
relacionada ao antigeno NS1 usado no ensaio. Ressalta-se que nao foram
pesquisados anticorpos da classe IgG no referido estudo.

Tomados em conjunto, os estudos acima apontam para elevada
especificidade do ensaio imunoenzimatico baseado no antigeno NS1 de ZIKV. Ja os
dados reportados de sensibilidade, em especial para IgM, sao mais variados. No
presente estudo, isto poderia se traduzir em baixa ocorréncia de reag¢des-cruzadas,
isto &, de falso-positivos para zika em participantes com exposi¢cao prévia somente a
DENV. Entretanto, até o momento, testes de neutralizacdo ainda sao considerados
padrao-ouro para tal diferenciacdo - em que pesem suas proprias limitagcdes,
discutidas anteriormente.

Apesar das limitagdes relacionadas a amostragem e espacialidade, nota-se
uma grande diferenga entre a soroprevaléncia de zika aqui reportada (47,2%) e a
propor¢ao (0,01%) de casos suspeitos notificados (84.957) sobre a populagao
estimada média do estado do Rio de Janeiro (6.498.837) para o triénio 2015-2017,
isto é, desde o principio da epidemia no estado (136). Presume-se que este fato se

deva ndo s6 a enorme proporgao de casos assintomaticos, ja descrita, como a
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significativa subnotificagdo de casos sintomaticos. Além disso, admite-se ter havido
silenciosa circulagdo do virus desde pelo menos 2014, a qual escapou ao sistema
de notificagdes. Netto et al. (2017) encontraram soroprevaléncia ainda maior em
Salvador (63,3%), com destaque para um subgrupo de 273 gestantes (69,3%) (104).

Por seu turno, os resultados apresentados para chikungunya nao padecem,
teoricamente, do risco de reagbes-cruzadas significativas, admitindo-se que nao haja
cocirculagado de outros alfavirus. Segundo bula (131) do teste ELISA empregado, em
22 amostras examinadas, houve sensibilidade e especificidade de 100%. Admitindo-
se que os casos autdctones de chikungunya iniciaram-se em 2015 no estado do Rio
de Janeiro, aqui também se percebe a grande distancia entre a soroprevaléncia
encontrada (28,4%) na amostra e a propor¢dao (0,003%) de casos
suspeitos/populagédo estimada média (19.497/6.498.837), referente ao triénio 2015-
2017 (136). A exemplo do referido para zika, isto sugere larga ocorréncia de
subnotificagdes. Salienta-se que, em comparacdo com outros dois inquéritos
soroldgicos realizados no Brasil, nosso achado é superior ao de Netto et al. (2017)
em Salvador (7,4%), e ao de Cunha et al. (2017) em Riachdo do Jacuipe (20%),
ambas cidades do estado da Bahia (104, 123). Para fins comparativos, o Quadro 1
lista outros achados de inquéritos sorolégicos em gestantes pelo mundo.
Notadamente, Gérardin et al. (2008) também langaram mao de uma amostra
acessivel de gestantes da Ilha Reunido para convenientemente estimar o alcance da
epidemia de CHIKV entre 2006-2007, durante o seu pico. Neste caso, demonstraram
que a sondagem entre as gestantes (18,2%) aproximou-se a taxa de ataque obtida
pelo sistema de vigilancia local (16,5%), até aquele momento. Findada a epidemia,
realizaram um inquérito de base-populacional demonstrando uma soroprevaléncia
de 38,2% (IC 95%: 35,9 a 40,6%) (58).

No que se refere a andlise das soroprevaléncias segundo os locais de
residéncia das gestantes, os resultados nao lograram significancia estatistica, exceto
por discreto aumento de sorologia positiva para zika em participantes que moravam
em Nova lguagu, comparadas com as que moravam em outros municipios. Em
contraste, observamos interessante associagao entre sororreatividades para ZIKV e
CHIKV, a qual tem como provavel explicagdo o grau de exposi¢ao ao vetor comum,
isto é, individuos mais expostos aos mosquitos Ae. aegypti teriam risco aumentado
para ambas as infec¢des. Ja a disparidade entre o relato oral de dengue, zika ou
chikungunya prévias e as soroprevaléncias encontradas demonstra o poder bastante

limitado que tal inquérito possui em refletir infeccao passada. Dentre os provaveis
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fatores que explicariam a baixa sensibilidade e VPN do mesmo, estdo quadros
assintomaticos, baixa procura e/ou dificuldade de acesso aos servigos de saude
impedindo o devido diagndstico, e médicos pouco treinados em reconhecer os
critérios de definigdo de caso suspeito. A sensibilidade ainda menor para dengue
pode se dever, além disso, a um viés de memoria das participantes (e.g., quadros
remotos ndo rememorados). Por outro lado, a especificidade maior que 90% do
inquérito sugere que, uma vez diagnosticados, a maior parte dos quadros é
distinguivel por suas caracteristicas clinico-epidemioldgicas, especialmente em
vigéncia dos surtos.

Dentre as limitagdes do presente estudo, esta a reduzida quantidade de
dados socioecondmicos e epidemiolégicos das participantes, justificada pela
necessidade de simplificar o processo de entrevista. Outra importante e ja exposta
limitacao foi a nao realizagdo de ensaios de neutralizagao para DENV e ZIKV, o que
pode ter superestimado suas respectivas soroprevaléncias devido a reacgoes-
cruzadas. Baseado nos estudos referidos anteriormente, este risco pode ter sido
maior em relagdo aos resultados de dengue, que de zika. Além disso, a variavel
acerca de vacinacao prévia para febre amarela foi somente avaliada em pouco mais
da metade das gestantes, com somente uma delas afirmando ter sido vacinada. No
entanto, acreditamos que este fato ndo produziu impacto significativo em termos de
possiveis reacdes-cruzadas, tendo-se em conta que, durante décadas, o estado do
Rio de Janeiro nao fazia parte da zona de risco para febre amarela e, portanto, a
vacina nao estava incluida no calendario vacinal basico da regido. Somente em
2017, com a reemergéncia desta arbovirose em estados do sudeste brasileiro, a
vacina passou a ser recomendada, todavia com contraindicacido relativa para
gestantes. Finalmente, salienta-se que os resultados obtidos em nosso estudo se
referem a uma populagao-especifica (i.e., gestantes), recrutadas sob forma de
amostragem nao-probabilistica, tornando assim limitada a validade externa dos
mesmos.

Apesar das limitacbes de amostragem, inquéritos sorolégicos envolvendo
gestantes recrutadas em servigos de saude - a exemplo de doadores em bancos de
sangue - sdo comumente realizados como sondagens de situagcdes epidemioldgicas.
Isto é valido para determinados agravos, para 0s quais esses grupos encerram
riscos proximos a populagao geral. A depender da distribuicdo dos vetores, podemos
incluir as arboviroses no rol desses agravos. Assim, € provavel que nossos achados

de soroprevaléncia aproximem-se dos vigentes em mulheres em idade fértil de
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mesmo perfil socioecondmico e, em alguma medida, para a populagao geral. Isto é
reforcado pelo fato de que a maior parte da populacdo da Baixada Fluminense é
usuaria do sistema publico de saude, tal como as participantes de nosso estudo.

Por fim, os resultados de soroprevaléncia sugerem um cenario de
hiperendemicidade de dengue na Baixada Fluminense, apontando para a deficiéncia
das politicas de controle vetorial nas ultimas décadas. Ndo sem razao, este contexto
tornou propicia a emergéncia de novas arboviroses, como atestado pelas recentes
epidemias de zika e chikungunya, de grande impacto sobre a saude publica. Seus
respectivos achados de soroprevaléncia ilustram o alcance significativo dessas
epidemias na Baixada Fluminense e, ao mesmo tempo, sugerem a possibilidade de
novas e iminentes ondas epidémicas, tendo-se em conta a proporcdo observada de

suscetiveis em nossa amostra.
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6 PERSPECTIVAS

As soroprevaléncias encontradas para zika e chikungunya na amostra de
gestantes revestem-se de especial importancia neste trabalho, tendo em conta a
escassez de inquéritos soroldgicos para essas arboviroses emergentes no Brasil. No
que tange ao primeiro, ainda que alguns estudos demonstrem alta especificidade de
ELISA coberto por antigeno NS1 de ZIKV, a possibilidade de reagdes-cruzadas com
DENV nédo pbéde ser seguramente afastada. Espera-se, pois, que isso seja
brevemente dirimido através de ensaio de deteccdo de anticorpos neutralizantes.
Desta forma, elencamos como passo seguinte e iminente a realizacdo de FRNT para
ZIKV nas amostras que apresentaram positividade dupla para ZIKV e DENV.
Visando a cumprir este fim, ja firmamos parceria com o Laboratério de Tecnologia

Virolégica (Bio-Manguinhos/Fiocruz).
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7 CONCLUSOES

* Houve expressiva soroprevaléncia (88,8%) para dengue na amostra de
gestantes. Em vista do risco de reatividade-cruzada em eventuais participantes
com infecgao prévia para ZIKV e DENV-nao-imunes, um resultado mais acurado
demandaria a realizacado de teste de neutralizagao, considerado mais especifico.
Ainda assim, a sororreatividade para DENV nas gestantes com teste negativo
para ZIKV (79,9%) ainda demonstra elevada soroprevaléncia na amostra.

* A soroprevaléncia de 47,2 % para zika sugere significativo numero de infecgbes
prévias na amostra de participantes. Apesar de alguns estudos demonstrarem
alta especificidade de ELISA baseado no antigeno NS1 de ZIKV utilizado, um
resultado mais acurado demandaria a realizagcao de teste de neutralizagcao, ainda
considerado padrao-ouro. De todo modo, o achado sugere o risco especial
oferecido ao estrato populacional representado por nossa amostra, isto &, de
mulheres em idade reprodutiva.

* A soroprevaléncia de 28,4% para chikungunya demonstra que mais de 1/4 das
gestantes da amostra foram infectadas entre 2015 e 2017.

* Foi observada significativa associacédo (OR 3,69; IC 95%: 2,24 a 6,07) entre
soropositividade para CHIKV e ZIKV, bem como entre CHIKV e DENV. Uma
provavel explicagdo seria que o grau de exposi¢ao aos mosquitos A. aegypti, seu
transmissor comum, atue como fator de risco para as trés arboviroses.

* A informacéo oral acerca de diagndstico prévio de dengue, zika e chikungunya
mostrou, como esperado, baixa sensibilidade e VPN. Quadros assintomaticos e
subdiagnéstico de quadros sintomaticos poderiam explicar isso. Por outro lado, a
especificidade maior que 90% do inquérito para as trés arboviroses sugere que,
uma vez diagnosticadas, seus quadros costumam ser distinguiveis por suas

caracteristicas clinico-epidemioldgicas, especialmente em vigéncia dos surtos.
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9.

10.
11.
12.

9 ANEXOS

9.1 Ficha de Entrevista das Participantes

Registro:[ | | | | | | | Datado atendimento: [/ / ]

Nome: [ ]
DN:[ | ]

Cidade onde mora:
ONova Iguagu ORio de Janeiro OBelford Roxo ODuque de Caxias OSdo Jodo de Meriti OMesquita

ONilopolis OQueimados OJaperi Ooutros municipios do RJ Ooutro estado

Bairro (se em Nova Iguagu):
OCentro OPosse OComendador Soares OCabugu OKm 32 OAustin OVila de Cava OMiguel Couto
OTingua O outro

Numero Tel 1:[ ] Numero Tel 2: [ ]
Faz pré-natal? OSim ONao

Idade gestacional: [ | ]semanas/[ | ]dias O Desconhecida
Calculo pela: O DUM OUSG

Motivo da admissdo:

O Trabalho de parto (ou prodromos) O Queixas urinarias
O Suspeita de arbovirose (zika/dengue/chikungunya)

O Outro motivo

Ja teve Zika? OSim ON&do Se sim, ano [ ]Onéo lembra
Ja teve Chikungunya? OSim ONédo Se sim, ano [ ]Onéo lembra
Ja teve Dengue?  OSim ON&o  Se sim, ano(s) [ 11 1Onio lembra

Ja vacinou para Febre Amarela? OSim ON&do ONdo sabe

Preencher somente em caso de suspeita de arboviroses. Gestante deve ser agendada para visita com médico do estudo.

Caso suspeito de arboviroses (Zika/Chikungunya/Dengue):
OFebre aferida ou relatada E/OU OExantema

+ dois dos seguintes: Odor de cabega Odor atras dos olhos Odor nos musculos Oprostragdo/corpo mole Odor

nas juntas/articulagdes Onauseas ¢ vomitos

Ococeira no corpo Oinchago/edema nos membros Oolhos vermelhos sem secre¢do/coceira
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9.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de prevaléncia soroldgica de Zika, Chikungunya e Dengue em gestantes
atendidas numa maternidade publica do municipio de Nova Iguagu, Baixada Fluminense, com
avaliacdo clinico-laboratorial de casos suspeitos sintomaticos.

INTRODUCAO

Este estudo ¢ patrocinado pela Fundagcdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ. Os médicos
responsaveis pelo estudo neste centro sao os Drs. Bernardo Bastos Wittlin e José Henrique da
Silva Pilotto.

Este documento ¢ um formulario de consentimento, o qual lhe fornece informagdes
sobre este estudo. A equipe do estudo conversara com vocé sobre estas informacoes. Sinta-se
a vontade para fazer perguntas sobre este estudo a qualquer momento. Se vocé concordar em
participar desse estudo e permitir que seu bebé também seja acompanhado, pediremos que
assine este formulario que ¢ elaborado em 2 (duas) vias de igual teor e que serdo assinadas por
vocé e um dos pesquisadores envolvidos no estudo. Uma via ficara retida com o Pesquisador
responsavel e a outra sera entregue a voce.

Caso decida ndo participar deste estudo, vocé e seu bebé nao terdo qualquer prejuizo
no atendimento prestado nesta unidade.

Caso, por qualquer razao, vocé decida desistir de participar deste estudo, vocé podera
fazé-lo em qualquer momento, mesmo ja tenha assinado o termo.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

Com a chegada de novas arboviroses ao Brasil (doengas transmitidas por mosquitos),
como Zika e Chikungunya, além da Dengue, muitas pesquisas estdo sendo realizadas para
entender mais sobre como sao os virus, como sao transmitidos, quais as caracteristicas das
doencas nos pacientes e quais sao as melhores maneiras de preveni-las, diagnostica-las e trata-
las. Sabe-se até agora que o virus da Zika pode afetar os bebés de mulheres gravidas. Por
1sso, hd uma maior preocupacao com gestantes apresentando suspeita dessa doenga.

O QUE EU TEREI QUE FAZER SE PARTICIPAR DESTE ESTUDQO?

SITUACAO 1

Caso vocé ndo apresente no momento os sintomas ¢ sinais sugestivos de Zika e outras
arboviroses, somente colheremos amostra de seu sangue com o objetivo de sabermos se vocé
ja teve contato com esses virus no passado (vocé provavelmente ja estd curada, sem riscos).

Neste caso, colheremos uma amostra de 10ml de seu sangue, que corresponde a mais
ou menos duas colheres de sobremesa, para pesquisar anticorpos para as seguintes condigdes:
Zika, Chikungunya, Dengue. Também faremos testes-rapidos para o HIV, sifilis, Hepatites B
e Hepatite C.

Voceé recebera o resultado dos testes-rapidos para HIV, sifilis, Hepatites B e Hepatite
C, no mesmo dia e receberd todas as orientagdes necessarias sobre os resultados, além de
tratamento e acompanhamento, caso necessario. Para saber o resultado dos exames
soroldgicos para Zika, Chikungunya e Dengue (que dizem se vocé ja teve alguma dessas
doencas no passado) vocé podera retornar apds 30 dias. Procure a bidloga Adriana Roriz de
segunda a sexta-feira, no mesmo local onde vocé estd sendo atendida agora, e ela entrard em
contato com um dos médicos responsaveis pelo estudo.
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SITUACAO 2

Caso vocé apresente no momento os sintomas e sinais sugestivos de Zika e outras
arboviroses, colheremos amostras de seu sangue (20ml), que corresponde a uma colher de
sopa de sangue, e urina para testes que poderdo dizer se vocé estd infectada com uma dessas
arboviroses ou tem outros possiveis diagndsticos.

Neste caso, colheremos uma amostra de 20ml de seu sangue, além de urina, com o
objetivo de testar as seguintes condicdes: Zika, Chikungunya, Dengue, Sifilis, Rubéola,
Toxoplasmose, Citomegalovirus, Epstein-Barr, HIV, Hepatites B e C. Vocé recebera o
resultado dos testes-rapidos para HIV, sifilis e Hepatites B e C, no mesmo dia. Para os
demais, assim que estiverem disponiveis, vocé recebera os resultados e todas as orientacdes
necessarias, além de tratamento e acompanhamento, caso necessario

Neste caso, vocé sera agendada para avaliagao e consulta com um dos médicos da
equipe do nosso estudo. Se houver suspeita/confirmacao para infec¢do recente pelo virus da
Zika, voc€ e seu bebé serdo acompanhados no ambulatério de gestantes com Zika da
Maternidade Mariana Bulhdes.

SEGUIMENTO APOS O TERMINO DE SUA PARTICIPACAO NO ESTUDO

Se os testes indicarem que vocé esta infectada no momento pelo virus da Zika, vocé
serd acompanhada com consultas mensais no ambulatorio de Zika da Maternidade Mariana
Bulhdes até o término da gravidez e seu bebé serd encaminhado para servigo de doengas
infecciosas do Hospital Geral de Nova Iguacu — HGNI, especializado em pediatria apos
nascer. Se algum(ns) dos outros testes der(em) positivo(s) € isso tiver impacto para a sua
saude e/ou de seu bebé, realizaremos um encaminhamento ao servigo médico especializado,
nos certificando de que serdo atendidos e acompanhados no HGNI.

ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Apos a realizagdo dos testes previstos nesse estudo, a parte remanescente da amostras
do seu sangue serdo enviadas a um centro de armazenamento na FIOCRUZ para serem
encaminhadas a laboratérios especializados, onde serdo feitos os testes do estudo. Todas as
suas amostras serdo utilizadas para fins previstos no estudo.

Suas amostras nao serao identificadas com o seu nome, elas receberdo um codigo
especial do estudo, idéntico ao codigo que vocé recebeu para o estudo, chamado de ntimero
PID. Os documentos que permitem ligar este codigo especial aos seus dados pessoais serdao
mantidos em um local seguro na clinica de pesquisa, € separado do seu prontudrio médico,
preservando assim a sua privacidade.

As suas amostras sangue que forem guardadas em um biobanco desse laboratorio
especial s6 poderao ser acessadas por pesquisadores autorizados. Outros funcionarios da
institui¢do também terdo acesso as amostras para guarda-las, mas essas pessoas nio terdao
acesso a nenhuma informagdo capaz de revelar a sua identidade. As suas amostras de sangue
nao serdo vendidas nem utilizadas diretamente para fabricar produtos comerciais.

Se um pesquisador(a) desejar fazer um novo estudo nas amostras do biobanco no
futuro, ele ou ela devera redigir um projeto, que passara pela andlise e aprovagdao dos
membros da FIOCRUZ. Esses membros conhecem as regras e procedimentos de controle de
amostras armazenadas e eles serdo responsaveis por garantir que seus direitos e privacidade
sejam protegidos e que nenhum desses estudos futuros aconteca sem a aprovagdo do Comité
de Etica em Pesquisas do Instituto Oswaldo Cruz da Fiocruz e, se necessario, pela Comissio
Nacional de Etica em Pesquisa do Brasil (CONEP), garantindo que a pesquisa seja relevante e
assegurando que o projeto corresponde ao mesmo tipo de pesquisa com o qual vocé
concordou, ou seja, relacionada a arboviroses, ressaltando que cada nova pesquisa realizada
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pelo patrocinador ou por outros pesquisadores esta condicionada a apresentacdo de novo
projeto de pesquisa para ser analisado e aprovado pelo Sistema CEP/CONEP.

De acordo com as regras brasileiras as suas amostras ficardo guardadas por até 5
(cinco) anos, podendo haver renovagdo deste prazo mediante solicitagdo dos pesquisadores
responsaveis, acompanhada de justificativa e relatério das atividades de pesquisa
desenvolvidas com o material.

As suas amostras serdo usadas somente quando solicitadas por um pesquisador que
tiver um estudo aprovado. N6s ndo sabemos quando isso acontecera, mas vocé tem o direito
de saber o que foi feito com a sua amostra e o resultado, principalmente se isso puder resultar
em beneficios para a sua saude. Entraremos em contato para dar noticias sobre os resultados
de testes futuros ou novos estudos. Para poder receber, vocé deve notificar a equipe de estudo
de qualquer mudanca em seu enderego e numero de telefone.

Vocé também pode negar autorizagdo para que as suas amostras sejam armazenadas
para estudos futuros. Mesmo se vocé nao permitir o armazenamento, vocé ainda podera
participar do estudo.

Vocé pode retirar seu consentimento para armazenamento e utilizacdo das suas
amostras, ¢ isto ndo interrompera sua participacdo no estudo ou te trard qualquer outro
prejuizo. Se vocé retirar o consentimento, as amostras serdo destruidas e para isso vocé devera
fazer uma solicitagao por escrito e assinada.

Leia cuidadosamente a declaragdo abaixo e escreva as suas iniciais no espago
apropriado.

Dou permissdo para que as minhas amostras de sangue sejam armazenadas para uso
em estudos futuros sobre HIV aprovados pelo NIH

( )SIM ( )NAO

Iniciais Data: / /

QUAIS SAO OS RISCOS DO ESTUDO?

Riscos sociais

Se vocé participar deste estudo e tiver um diagnostico positivo para qualquer uma das
condigdes testadas, alguns integrantes da equipe hospitalar e toda a equipe do estudo poderdo
saber este diagnostico. Esses trabalhadores levam a sua privacidade muito a sério. A equipe
do estudo empenhara todos os esforcos possiveis para se certificar de que outras pessoas nao
saibam qual o diagnoéstico. Entretanto, as vezes, se vocé receber tratamento especial ou for a
uma clinica especial, isso pode fazer com que os outros se perguntem se vocé e seu filho
tem/teve determinada infeccao.

Riscos da coleta de sangue

A coleta de sangue pode causar desconforto, sangramento ou hematomas no local da
picada da agulha. Um pequeno coagulo pode se formar no local onde o sangue foi coletado e
pode haver inchaco na regido. Ha um pequeno risco de infec¢do leve no local da picada.
Também podem ocorrer vertigem e desmaios.

Riscos em relacdo aos dados

Toda a equipe do estudo e todos os procedimentos previstos da pesquisa sdo
destinados a manter a privacidade e confidencialidade dos seus dados. O vazamento
inadvertido de seus dados seria uma excepcionalidade incomum, mas teoricamente possivel.
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HA BENEFICIOS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Nosso estudo realiza testes que ndo sdao, em sua totalidade, oferecidos ainda na rede
publica. Os resultados também sao liberados de modo mais rapido que o habitual na rede
publica. Portanto, em caso de vocé e/ou seu bebé apresentarem uma das infec¢des testadas,
vocé podera ter o diagnoéstico, o que facilitard o acompanhamento e cuidado médicos. Para
algumas dessas infec¢des, como as arboviroses, incluindo a Zika, ndo ha ainda tratamentos
especificos (remédios que combatam o virus). Os tratamentos atuais sdo de suporte, com
medicacdes de suporte. Bebés que por acaso nascam com malformagdes, decorrentes ou nao
da infecgdo, recebem cuidados especiais e sdo estimulados por equipe especializada, de
acordo com suas condigdes. As informagdes aprendidas neste estudo podem ajudar outras
mulheres gravidas no futuro, com os avangos no conhecimento decorrentes de estudos como
este.

E SOBRE CONFIDENCIALIDADE?

O pesquisador se compromete a assegurar a garantia do sigilo e da confidencialidade
dos dados de pesquisa, de acordo com as normas brasileiras e internacionais, com garantia do
anonimato por meio da substituicdo de toda e qualquer identificagdo pessoal por um niimero
de identificacdo no estudo, chamado de niimero de identificagdo do paciente. Dessa maneira,
toda vez que houver necessidade de acesso aos dados da pesquisa por monitores ou auditores,
os seus dados e os do seu bebé serdo substituidos por um codigo que ndo permitira identificar
que aqueles dados sdao seus ou do seu bebé. Portanto, qualquer publicacdo desse estudo ndo
usard o seu nome ou o nome do seu bebé ou os identificara pessoalmente.

Pessoas que podem rever os seus registros € do seu bebé (sem identificagao do nome)
e vir a ter acesso aos dados do historico médico incluem o Comité de Etica em Pesquisa do
HGNI, Maternidade Mariana Bulhdes e da FIOCRUZ, a equipe do estudo, os monitores do
estudo, desde que haja a anuéncia do médico responsavel e do Pesquisador responsavel, assim
como da autoridade responsavel pelo Centro de Pesquisa do HGNI e respeitadas as
regulamentagdes do Codigo de Etica do Conselho Federal de Medicina, as resolugdes do
mesmo Orgao sobre auditorias médicas e a legislagdo brasileira, que visam proteger o sujeito
da pesquisa.

QUANTO CUSTARA PARA MIM?

Nada serda cobrado de vocé€ pelas visitas realizadas a clinica ou pelos exames de
laboratorio que serdo realizados devido ao estudo.

Nem vocé nem a crianga receberdo nenhum tipo de pagamento por participar deste
estudo. Vocé recebera vales para o seu transporte e para suas refeicoes em quantidade suficiente
para permitir que vocé nao gaste nada comparecendo as consultas. Serd garantido o
ressarcimento de qualquer outra despesa decorrente da sua participagdo e do seu bebé no estudo.

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DUVIDAS OU PROBLEMAS?

Para questdes sobre esse estudo ou sobre lesdes e danos decorrentes direta ou
indiretamente da sua participacao no estudo, entre em contato com o médico responsavel por
esse estudo no Hospital Geral de Nova Iguagu, Dr. Bernardo Bastos Wittlin pelo telefone (21)
2667-3022 e, em caso de urgéncia, pelo telefone (21) 99764-2517 (Dr. Bernardo) ou (21)
981829797 (Dr. Pilotto)

Ao entrar no estudo, vocé receberd um cartdo contendo os telefones para contato de
urgéncia.Para questdes sobre os seus direitos como participante da pesquisa, contate:
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Dr. Luis Henrique Claro, coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Geral de Nova Iguacu no telefone (21) 3779 9900 ramal 108. O endereco ¢ Av. Henrique
Duque Estrada Mayer, 953. Posse, Nova Iguagu, RJ. CEP: 26030-380 — Horario de
funcionamento de segunda a sexta-feira de 9:00 as 12:00 horas.

O CEP ¢ um comité que analisa e aprova os estudos cientificos para garantir que os
estudos estejam de acordo com as normas brasileiras de prote¢ao ao sujeito de pesquisa e que

os direitos dos participantes estejam sendo respeitados durante e apds o estudo.

PAGINA DE ASSINATURA

Se vocé leu este formulario de consentimento (ou lhe explicaram), todas as suas
perguntas foram respondidas e vocé concorda em participar deste estudo, assine seu nome

abaixo e rubrique todas as folhas.

Nome do participante Assinatura do Data

(em letra de forma) participante
Nome da testemunha Assinatura da Data

(se necessario, em letra de forma) testemunha
Nome do pesquisador responsavel Assinatura pesquisador Data

pela obtengao do TCLE
(em letra de forma)

responsavel
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