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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) emergiu recentemente causando epidemias de impacto nas
Américas, Africa e Asia e, apesar da transmiss&o por vetores artropodes, a transmissio
sexual e materno-infantil ja foram relatadas. A infecgdo durante a gestacdo tem sido
associada a quadros de malformacgdes congénitas, entre elas a microcefalia. Embora
tenhamos avancado no estudo do ZIKV, ainda permanecem lacunas a respeito da
patogenia desta infeccdo. O presente estudo objetivou investigar a ocorréncia do ZIKV
em casos de gestantes exantematicas avaliando a detec¢édo viral prolongada em amostras
de urina e sangue. A populacdo foi constituida por 68 gestantes, das quais 57 foram
acompanhadas por meio de consultas periddicas, sendo coletadas amostras de sangue e/ou
urina em cada consulta. Amostras foram submetidas a deteccdo do RNA-viral por RT-
PCR em tempo real, utilizando o kit comercial, iniciadores e sonda especificos para regido
alvo a proteina estrutural E. Foi observada uma positividade para o ZIKV de 51,5%
(35/68). A partir do acompanhamento, diferentes padrdes de deteccdo viral prolongada
no sangue e/ou urina foram identificados em 19,3% das gestantes. Em amostras de urina,
0 RNA viral foi detectado por até 147 dias ap6s o inicio dos sintomas e no sangue por até
187 dias ap06s o inicio do quadro exantematico. Entre as gestantes com perfil de detecgdo
prolongada a maioria apresentou o quadro exantematico quando no primeiro e segundo
trimestre gestacional. A deteccdo prolongada para ZIKV ja foi relatada em outros
espécimes clinicos embora muitos questionamentos permanecam. Neste cenario, as
informacdes obtidas no presente estudo contribuem para o conhecimento a respeito do

processo da patogenia da infeccdo pelo Zika virus em gestantes infectadas.

Palavras-chave: Zika virus, detec¢cdo prolongada, gestante.

Xi



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) has recently emerged causing epidemics that impacted in the
Americas, Africa and Asia and, despite transmission by arthropod vectors, sexual and
maternal-child transmission have already been reported. Infection during pregnancy has
been associated with congenital malformations, including microcephaly. Although we
have advanced in ZIKV study, there are still gaps regarding the pathogenesis of this
infection. The present study objected to investigate the occurrence of ZIKV in cases of
exanthematic pregnant women evaluating prolonged viral detection in urine and blood
samples. The population consisted of 68 pregnant women, of whom 57 were followed up
through periodic consultations, and blood and/or urine samples were collected at each
visit. Samples were subjected to detection of viral RNA by real-time RT-PCR using the
commercial kit, primers and probe specific for the target region to structural protein E.
Positivity rate of 51.5% for ZIKV was observed (35/68). The samples colected of follow
up patients, different patterns of prolonged viral detection in the blood and/or urine were
identified in 19.3% of pregnant women. In urine samples, viral RNA was detected up to
147 days after onset of symptoms and in the blood up to 187 days after the onset of rash.
Among the pregnant women with prolonged detection profile, the majority presented the
exanthematic episode at the first and second gestational trimester. Prolonged detection
for ZIKV has been reported in other clinical specimens although many questions remain.
In this scenario, the information obtained in the present study contributes to the
knowledge about the process of the pathogenesis of Zika virus infection in infected

pregnant women.

Keywords: Zika virus, prolonged detection, pregnant.
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1 INTRODUGAO

1.1. Zika Virus
1.1.1. Historico

O Zika virus (ZIKV) foi identificado durante uma pesquisa desenvolvida pelo
Yellow Fever Research Institute em Entebbe (Uganda), no periodo de 1937-1947 (Dick
et al. 1952). Na ocasido da pesquisa foram identificados 10 virus diferentes, sendo dois
deles previamente descritos, o virus da Febre Amarela (Yellow Fever — YFV) e o virus da
Febre do Vale do Rift. Os demais virus identificados receberam o nome da regido
geografica onde foram inicialmente detectados: virus do Oeste do Nilo (WNV) e virus
Bwamba em 1937, virus da Floresta Semliki em 1942, virus Bnyamwera e virus Natya
em 1943, virus Mengo em 1946 e virus Uganda S e ZIKV em 1947 (Dick 1952, Dick et
al.1952).

Durante o estudo, macacos sentinelas foram alocados em gaiolas suspensas na
floresta de Zika e periodicamente o sangue dos mesmos era coletado e testado para
identificacdo do YFV. Em um determinado periodo, um dos macacos sentinelas, Rhesus
766, apresentou um quadro febril, tendo sido coletada uma amostra sanguinea no terceiro
dia do episddio, a qual foi inoculada intracerebralmente em camundongos e
subcutaneamente em outro macaco sentinela, Rhesus 711 (Dick 1952). Os camundongos
inoculados intracerebralmente apresentaram sinais de doenga e, a investigacgdo a partir do
tecido dos animais revelou a presenca de um agente filtravel, que posteriormente foi
neutralizado por meio do soro convalescente do macaco Rhesus 766. Este agente filtravel
foi identificado como Zika virus estirpe 766 (ZIKV 766) (Dick et al. 1952, Weinbren et
al. 1958). Em seguida no ano de 1948, a partir de pool de mosquitos Aedes africanus
coletados na floresta de Zika, uma nova estirpe foi identificada, denominada ZIKV E/1
(Dick 1952).

O primeiro relato da ocorréncia de ZIKV em humanos foi em 1952, quando
Smithburn descreveu a presenca de anticorpos neutralizantes em soros de pacientes na
Africa Oriental (Smithburn 1952). No entanto, a confirmagdo do primeiro caso de
infeccéo pelo ZIKV ocorreu em Uganda, descrito por Simpson no ano de 1964 (Simpson
1964). A primeira evidéncia do ZIKV fora do continente africano ocorreu em 1969, na
Malésia, com a identificacdo e isolamento do virus em mosquitos Ae. Aegypti (Marchette
et al. 1969, Musso & Gluber 2016).



Demais evidéncias sorologicas de infeccdo em humanos também foram relatadas
na Tanzania (Smithburn 1952), Nigéria (Dick 1953), Egito (Smithburn et al. 1954), india
(Smithburn et al. 1954a), Maléasia (Smithburn 1954, Pond 1963), Filipinas (Hammon et
al. 1958), Tailandia e Vietnd (Pond 1963). Entre os anos de 1964-1972 autores
identificaram o virus em espécimes de pacientes que apresentaram febre e erupcoes
cutaneas (Simpson 1964; Filipe et al. 1973, Moore et al. 1975).

Em 1975, na Nigéria, um estudo realizado por Fagbami sugeriu a transmissao do
virus, identificando anticorpos neutralizantes contra o virus em 40% da populacéo
analisada (Fagbami 1979). Em Java na Indonésia, foi descrito um pequeno surto de febre
aguda associada ao ZIKV entre 1977 e 1978 e, a primeira epidemia confirmada ocorreu
nas llhas Yap, na Micronésia em 2007 (Olson et al. 1981, Lanciotti et al. 2008).

Na epidemia descrita nas Ilhas Yap, no Estado da Micronésia no Pacifico, foi
estimado que aproximadamente 75% da populacéo tenha-se infectado com o virus, porém
ndo houve nenhum relato de manifestagdes clinicas graves. A epidemia foi caracterizada
por uma doenca semelhante a infeccdo pelo virus dengue (DENV) com sinais como
erupcdes cutaneas, febre e artralgia descritos nos primeiros meses do ano de 2007
(Lanciotti et al. 2008, Duffy et al. 2009).

1.1.2. Contexto Atual

Nenhuma outra epidemia foi identificada até 2013 quando na Polinésia Francesa
foram registrados os primeiros casos, em um surto que afetou aproximadamente 11% da
populacdo (Besnard et al. 2014, Cao-Lormenau et al. 2014). A origem do ZIKV na
Polinésia Francesa é desconhecida, entretanto resultados filogenéticos demonstrou que 0s
isolados estavam relacionados com os isolados no estado de Yap (Duffy et al. 2009,
Musso et al. 2014). Durante o surto na Polinésia Francesa ocorreram 0S primeiros
registros de manifestacéo clinica grave associada a infec¢do pelo ZIKV, a sindrome de
Guillian-Barré (Musso et al. 2014, Oehler et al. 2014, Musso et al. 2017).

No inicio do ano de 2014, a Polinésia Francesa registrou o primeiro caso de
transmissdo autoctone (Cao-Lormenau et al. 2014, Musso & Gluber 2015). No mesmo
ano foram observados pequenos surtos no Pacifico Sul, na Nova Caledénia e nas Ilhas
Cook. O primeiro caso nas llhas Cook, foi de um viajante que retornava da Polinésia
Francesa (ECDC 2014, Dupont-Rouzeyrol et al. 2015, Musso & Gluber 2016). Também



em 2014, a llha de Pascoa registrou um surto de infeccdo pelo ZIKV, sendo sugerida a
introducdo pela Polinésia Francesa, baseada na semelhanca entre as sequéncias do
genoma viral dos isolados de ambas localidades. No mesmo ano foi confirmado o

primeiro caso de transmissdo autdctone na regido (Tognarelli et al. 2015, WHO 2015).

No Brasil, ao final do ano de 2014 e inicio de 2015 foram registrados, em varias
cidades na regido Nordeste, relatos de uma doenca exantematica clinicamente semelhante
da infeccéo pelo DENV. No entanto, o primeiro caso confirmado de infecgéo pelo ZIKV
ocorreu apenas no inicio de 2015, assim como o registro de caso autoctone, caracterizando
0 primeiro surto documentado no pais (Dyer 2015, WHO 2015, Zanluca et al. 2015,
Gatherer et al. 2016).

Outros estados brasileiros confirmaram transmissdo autoctone do virus, tais:
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Paraiba, Parand, Pernambuco,
Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte e Sdo Paulo (WHO 2016). Especula-se que 0
torneio da Copa do Mundo da FIFA de 2014, um evento internacional de canoagem ou
imigrantes do Haiti sejam 0s provaveis eventos que tenham levado a introducdo do virus
no Brasil (Musso 2015, Salvador & Fujita 2015, Campos 2018).

Nesse mesmo ano, houve um aumento no numero de casos notificados de
microcefalia neonatal em algumas cidades do nordeste brasileiro (Campos et al. 2015,
Souza et al. 2018). Em novembro de 2015, foram notificados 739 casos suspeitos de
microcefalia em municipios da regido Nordeste, nesse mesmo periodo, 0 Ministério da
Salde declara situacdo de Emergéncia em Saude Publica de Importancia Nacional
(ESPIN) em decorréncia da alteragdo do padrédo da ocorréncia de microcefalia em
neonatos (Ministério da Saude 2015a, Souza et al. 2016).

Ao final do ano de 2015, o Ministério da Saude confirma a relacdo entre a
microcefalia e a infecgcdo pelo ZIKV, a partir da pesquisa desenvolvida pelo Grupo de
Pesquisa da Epidemia da Microcefalia (MERG). A confirmacéo ocorreu com a deteccao
do RNA viral em amostras clinicas (sangue e tecido) de um recéem-nascido com

malformacdes congénitas (Ministério da Sadde 2015b, Araujo et al. 2016).

1.1.3. Classificacéo e Estrutura viral
O ZIKV é um arbovirus (arthopode borne virus) classificado na familia

Flaviviridae, a qual é constituida por quatro géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus



e um pequeno género proposto recentemente o Pegivirus (ICTV 2017). Os virus
pertencentes a familia Flaviviridae compartilham propriedades semelhantes como a
estrutura do virion, organizacdo gendmica e estratégia de replicacdo, porém possuem
propriedades bioldgicas diversas (Lindenbach & Rice 2003, Haddow et al. 2012).

O género Flavivirus esta divido em trés grupos com base no modo de transmiss&o:
virus transmitidos por carrapatos, virus transmitidos por mosquitos e virus sem vetor
descrito. Atualmente composto por 53 espécies, muitas das quais sdo transmitidas por
artropodes e patogénicas para humanos (ICTV 2017), sendo as de maior interesse para a
salde publica: virus Dengue (DENV), virus da Febre Amarela (YFV) e o virus do Oeste
do Nilo (WNV) (Lindenbach & Rice 2003).

Estudos genéticos apontam que o ZIKV tem evoluido e atualmente possui duas
linhagens: a linhagem africana e a linhagem asiatica (Faye et al. 2014, Lanciotti et al.
2016). A linhagem africana se divide em dois grupos distintos, o primeiro grupo Africa
Oriental incluindo o protétipo MR766 isolado na Uganda, o segundo grupo Africa
Ocidental inclui as cepas isoladas na Nigéria e no Senegal (Dick 1952, Diallo et al. 2014,
Faye et al. 2014, Wang et al. 2016).

A linhagem asidtica inclui o prot6tipo isolado na Malasia em 1966 e os isolados
no Camboja, Micronésia e Polinésia Francesa (Marchette et al. 1969, Lanciotti et al. 2008,
Heang et al. 2012, Oelher et al. 2014). Dentro da linhagem asiatica uma nova linhagem
emergiu com a introducdo do virus no hemisfério ocidental, a linhagem americana, a qual
inclui isolados no Brasil, Estados Unidos, Porto Rico e Haiti (Zanluca et al. 2015,
Lanciotti et al. 2016, Mlakar et al. 2016, Thomas et al. 2016).

A particula viral do ZIKV apresenta uma morfologia esférica é envelopada
medindo aproximadamente 50 nanémetros (nm) de diametro. O virion maduro é
constituido por trés proteinas estruturais, a proteina C (capsideo), a glicoproteina E
(envelope) e a proteina M (membrana), entretanto a particula imatura, intracelular,
apresenta o percussor da proteina M (prM) que é clivado durante a sua maturacéo (Figura
1) (Chambers et al. 1990, Stadler et al. 1997, Zhang et al. 2017). O envelope viral
apresenta uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira onde estdo incorporadas
glicoproteina E e a proteina M, que circunda o nucleocapsideo de simetria icosaédrica
formado por copias da proteina C e uma molécula do RNA gendmico (Chambers et al.
1990, Kuno & Chang 2007, Lindenbach 2007).
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Figura 1. Estrutura dos Flavivirus. A) Representacdo esquematica da estrutura da particula viral

dos Flavivirus. Fonte: Viralzone 2016 com adaptacdo. B) llustracdo da particula viral do Zika

Virus. (Blazquez et  al. 2016 com  adaptacGes). Disponivel em
https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by_species>.

O genoma viral (Figura 2) € constituido por uma unica molécula linear de RNA
(ssRNA) polaridade positiva de aproximadamente 10,8 kilobases (kb). Compreende uma
Unica regido de leitura aberta (ORF — Open Reading Frame) flanqueada por duas regifes
nédo-codificantes (5’ e 3> NCR — nonconding region) (Lindenbach & Rice 2007, Faye et
al. 2014, Yun et al. 2016, Shankar et al. 2017). A regido 3’ NCR contém 428 nucleotideos
(nt) enquanto a 5> NCR contém aproximadamente 106 nt e embora sem cauda poli (A),
apresenta a regido cap (m7GpppAmN), ambas desempenham um papel importante na
traducdo/replicacéo viral e sdo consideradas regifes conservadas entre as cepas de ZIKV
(Kuno & Chang 2007, Ye et al. 2016, Yun et al. 2016, Zhu et al. 2016).
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Figura 2. Representacdo esquematica da organizacdo do genoma do virus Zika. (Blazquez et
al. 2016 com adaptacdes).

A OREF codifica uma poliproteina de aproximadamente 3400 amino&cidos (Figura
2) que posteriormente é clivada por proteases virais e celulares originando trés proteinas
estruturais (capsideo, envelope e membrana) e sete proteinas ndo estruturais (NS1-NS5)
(Saiz et al. 2016, Ye et al. 2016, Shankar et al. 2017). Conforme a estrutura de outros
flavivirus, a codificagdo das proteinas esta organizada na seguinte ordem: 5’ — capsideo
(C) — pré-membrana (prM) — envelope (E) — NS1 — NS2a — NS2b — NS3 — NS4a — NS4b
—NS5 -3’ (Yun et al. 2016).

OS GENES MAIS UTILIZADOS PARA DIAGNOSTICO

1.1.4. Organizagao Proteica
1.1.4.1. Proteinas Estruturais

As proteinas estruturais do ZIKV apresentam semelhancas estrutural com as
proteinas descritas para 0s demais virus pertencentes ao género Flavivirus. A proteina C
é uma proteina altamente basica com aproximadamente 12 kDa (quilodaltons) e constitui
0 capsideo viral. Apresenta extremidades com residuos hidrofilicos enquanto possui uma
regido interna hidrofdbica que estd associada @ membrana. O dominio hidrofébico é
clivado pela serina protease viral, a partir da proteina C madura, dobrando-se e
compactando-se em dimeros, 0s quais se associam com o RNA viral formando o
nucleocapsideo (Chambers et al. 1990, Lindenbach & Rice 2007).

Participando da particula viral madura, sendo processada durante a maturacdo, a
proteina M apresenta um precursor, o prM de aproximadamente 26 kDa. Durante a via
secretora ocorre a clivagem do precursor prM em duas fragdes: pr que seré secretada e M
que participard da estrutura viral. A principal fungdo do precursor prM € evitar que a
proteina E sofra rearranjos e alteracdes durante a via secretora (Nowak et al. 1989, Murray
et al.1993, Lindenbach et al. 2003).



A proteina de superficie, a proteina E (53 kDa), desempenha papel fundamental
no processo de adsor¢do a célula hospedeira, fusdo da membrana viral e montagem da
particula viral no fim do processo replicativo e assim, representa um alvo importante na
inducdo de anticorpos neutralizantes (Lindenbach & Rice 2003, Harrison 2008, Zhang et
al. 2017). A dimerizacdo adequada, a estabilizacdo em pH baixo e a secrecdo dessa

proteina dependem da coexpressdo com prM (Lindenbach & Rice 2003, Dasti et al. 2016).

A particula viral madura é constituida por 180 copias da proteina E, organizadas
como 90 homodimeros antiparalelos em um padrdo com simetria icosaedrica (Lindenbach
& Rice 2003, Zhang et al. 2013). Cada mondmero possui trés dominios distintos: dominio
| — DI, dominio Il — DIl e o dominio 111 — DI (Heinz & Alisson 2003, White et al. 2010,
Zhang et al. 2017). O dominio | est localizado na regido N-terminal da proteina E, é
predominantemente composto por epitopos ndo neutralizantes especificos, estabiliza a
orientacdo geral da proteina E e participa das suas mudancas conformacionais. O dominio
Il é projetado ao longo da particula viral, compreendendo uma regido de dimerizacao
onde esté localizado o peptideo de fusdo que permite a adesdo na membrana da célula
alvo. O dominio 11l na por¢do C- terminal, esta envolvido na ligacdo ao receptor celular
(Heinz & Alisson 2003)

1.1.4.2. Proteinas N&o Estruturais
As proteinas nao-estruturais, como descrito para outros Flavivirus, desempenham

funcdes importantes na replicacdo, montagem viral, clivagem da poliproteina e escape da
resposta imune (Chambers et al. 1990, Lin et al. 2017).

A proteina NS1 (46 Kda) apresenta-se como um homodimero associado a
membrana ap0Os ser translocada para dentro do reticulo endoplasméatico (RE) e
desempenha um papel essencial na replicacdo viral. Também pode ser secretada pelas
células infectadas como uma particula lipoproteica hexamerica (Westaway et al. 1997,
Lindenbach et al. 2007, Muller & Young 2013). Acredita-se que NS1 secretada
desempenha papel na evasdo do sistema imune e interage com o sistema imune do
hospedeiro (Young et al. 2000, Avirutnan et al. 2010). No entanto, o papel exato da NS1
na replicacdo viral ndo é bem descrito, acredita-se que desempenha um papel estrutural
na ancoragem do complexo de replicacdo a membrana (Liu et al. 2006, Muller & Young
2013).



A estrutura da NS1 do ZIKV foi descrita por Song e colaboradores (2016), que
sugeriram que tal proteina apresenta grande semelhanca estrutural com as descritas para
outros Flavivirus. Entretanto, descreveram algumas diferencas na interacdo com o
hospedeiro, implicando que essas diferencas possam estar associadas aos diferentes perfis

de patogénese dos Flavivirus (Song et al. 2016).

A proteina NS2a é uma pequena proteina hidrofdébica (22 Kda), resultante da
clivagem NS1/NS2a por uma protease do RE néo identificada ainda. Estudos sugerem
que a NS2a desempenha fung@o na montagem da particula viral, participando do processo
de empacotamento do RNA (Falgout & Markoff 1995, Liu et al. 2003, Lindenbach et al.
2007). A NS2b também considerada uma pequena proteina (14 KDa), associada a
membrana, forma um complexo estavel com a NS3 atuando como co-fator para a serina
protease NS2b-NS3 (Lindenbach et al. 2007).

NS3 é uma grande proteina multifuncional (70 Kda), desenvolvendo diferentes
atividades necessarias para o processamento da poliproteina. A proteina NS3 contém dois
dominios, um dominio protease e um dominio helicase (Chambers et al. 1990,
Lindenbach et al. 2007, Brand et al. 2017). A porcdo N-terminal € o dominio catalitico
do complexo serina-protease que, para formar uma protease ativa é essencial um co-fator,
a NS2b, formando assim a protease ativa NS2b-NS3, que clivara a poliproteina nas
seguintes juncdes: NS2a/NS2b; NS2b/NS3; NS3/NS4a; NS4b/NS5 e a porgao C-terminal
da proteina do capsideo (Chambers et al. 1991, Lin et al. 1993, Aleshin et al. 2007).

A porcdo C-terminal da NS3 é o dominio da helicase, dividido em trés
subdominios e possuindo trés atividades enzimaticas: RNA helicase, nucleosideo
trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase (RTPase) (Wengler et al. 1993, Lindenbach &
Rice 2003, Brand et al. 2017). Duas proteinas ndo-estruturais servem como co-fatores
para 0 dominio da helicase, a NS4a e NS4b (Lindenbach & Rice 2003, Miller et al. 2006).

NS4a e uma pequena proteina hidrofobica (16 Kda), apresenta interacdo com NS1.
O seu papel é descrito nos complexos replicativos. A NS4b também considerada uma
pequena proteina hidrofobica (27 Kda) é apresentada como proteina de membrana
(Lindenbach et al. 2007).

NS5 é a maior proteina multifuncional e altamente conservada (103 KDa),
apresenta atividades de metiltransferase (MTase) e de RNA polimerase dependente de

RNA (RdRp). A regido N-terminal possui homologia com a MTase dependente de S-



adenosil-metionina (SAM), sugerindo que esta proteina esta envolvida na modificacdo do

cap 5’ por meio da metilagdo (Lindenbach et al. 2007, Zhao et al. 2017).

1.1.5. Ciclo Replicativo

O ciclo replicativo do ZIKV ainda ndo esta bem estabelecido, sendo o
conhecimento extrapolado das informacdes dos demais virus do género Flavivirus. O
ZIKV pode infectar uma ampla diversidade de células e tecidos. Experimentalmente, foi
demonstrada a capacidade de replicacdo em células do intestino médio e das glandulas
salivares de diversos mosquitos do género Aedes, e também células de mamiferos tais
como, células dendriticas, células neurais e macréfagos (Li et al. 2012; Saiz et al. 2016;
Yun & Lee 2017).

A replicacdo inicia-se com a adesdo viral a superficie celular, que ocorre por meio
da ligacdo do virus aos receptores da superfiice da célula hospedeira, sdo descritos até o
momento: DC-SING (molécula de adeséo intercelular especifica de células dendriticas
ndo-integrina), AXL, TYRO 3 e TIM-1 (Hamel et al. 2015, Persaurd et al. 2018).

Apds a adsorcdo, a particula viral é endocitada em vesiculas endociticas
(endossoma), processo que ocorre mediado por clatrinas. As particulas virais
internalizadas se fundem com a membrana do endossoma, essa fusdo ocorre devido ao
baixo pH que provoca alterac6es conformacionais na glicoproteina E, expondo o epitopo
que desencadeia a fusdo (de Paula et al. 2016, Saiz et al. 2016, Shankar et al. 2017). Em
seguida, 0 RNA gendmico é liberado no citoplasma da célula hospedeira, onde funciona
como um RNA mensageiro (RNAmM,) que em associacao ao reticulo endoplasmatico (RE)
e por meio de ribossomos celulares é traduzido em uma poliprotéina (Lindenbach et al.
2007, Lee et al. 2018).

A poliproteina é clivada por proteases celulares e virais resultando em proteinas
estruturais e ndo-estruturais (NS). Todas as proteinas nao-estruturais estdo relacionadas
diretamente ou indiretamente com a replicacdo viral do RNA (Yun e Lee 2006,
Lindenbach et al. 2007, Olagnier et al. 2016).

Apos a traducdo inicial as moléculas de RNA viral servem como molde para a
sintese de umas fitas complementares RNA (RNAc) de polaridade negativa, as quais
serdo utilizadas como molde para a producédo de novas fitas de RNA polaridade positiva

que serdo traduzidas em proteinas ou envelopadas. Todo o processo de replicacao viral



ocorre nos complexos de replicagdo viral, que sdo compartimentos intracelulares
associados a membrana localizados jutno ao reticulo endoplasmético (Yun & Lee 2017,
Lee et al. 2018).

A montagem das particulas virais ocorre no RE, onde as unidades estruturais
compostas por copias da proteina C em associacdo ao RNA genémico interagem e
formam o nucleocapsideo, o qual ira adquirir o envelope pelo processo de brotamento,
através do limen do RE. Os estagios posteriores da maturacdo viral incluem a clivagem
da prM e a modificacdo da glicoproteina E, que acontece no percurso da via secretora

para o complexo de Golgi (Mukhopadhyay et al. 2005, Lindenbach et al. 2007).

A clivagem ndo especifica do prM impede a mudanga conformacional na
glicoproteina E durante o transporte, essa mudanca é essencial para gerar particulas virais
infecciosas. O transporte destas particulas até a membrana plasmatica é realizado via
vesiculas que se fundem a membrana sendo as particulas maduras liberadas por exocitose
(Zhang et al. 2004, Pierson & Diamond 2012, Yun & Lee 2017).

1.2.  Vias de Transmissdo ZIKV
1.2.1. Transmissdo Vetorial

A transmissao natural do ZIKV, conforme descrito para outras arboviroses, ocorre
por vetores artrépodes, principalmente os mosquitos do género Aedes (Ae.) (Diagne et al.
2015, Dasti et al. 2016, Dick 1952). O virus foi identificado primeiramente em um pool
de mosquitos Ae. africanus em 1948 por Dick e colaboradores (1952), e posteriormente
foi isolado em mosquitos Ae. aegypti na Malasia em 1966 (Dick et al. 1952, Marchette et
al. 1969, Musso & Gluber 2016, Saiz et al. 2016). Em 2007, o virus foi identificado em
um pool de mosquitos Ae. Albopictus, na Africa Central, sendo descrito como o
responsavel pelo surto em Gabd&o (Grard et al. 2014).

Estudos relataram a detec¢do do virus em outras espécies de Aedes, incluindo: Ae.
furcifer, Ae. luteocephalus, Ae.africanus, Ae. taylori, Ae. dalzieli, Ae. hensili. No entanto,
0S principais mosquitos vetores para a transmissdo do ZIKV descritos sdo o Ae. aegypti
e Ae. albopictus (Diallo et al. 2014, Ledermann et al. 2014, Diagne et al. 2015, Wang et
al. 2016, Tham et al. 2018).

O Ae. aegypti originou-se na Africa, sua forma ancestral era um mosquito

zoofilico chamado Ae. aegypti formosus. Acredita-se que sua forma domesticada, Ae.
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aegypti, que se encontra em associacdo com habitats urbanos nas regides subtropical e
tropical, é geneticamente distinta com distribuicdes geogréficas diferentes (Brown et al.
2014, Kraemer et al. 2015). O Ae. albopictus é uma espécie zoofilica originaria da Asia,
de onde se espalhou para as Ilhas no Oceano Indico e Pacifico (Delatte et al. 2009, Brown
et al. 2014).

Atualmente ambas espécies apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo
encontradas na Asia, Oceania, nas Américas, no sul da Europa e na Africa (Musso &
Gluber 2015). O aumento dessa dispersdo vetorial é resultado de varios mecanismos,
entre eles a expansdo geografica mediada pelo transporte humano, globalizacdo, o
desmatamento, o crescimento da populagcdo humana e o aquecimento global (Weaver &
Reisen 2010, Saiz et al. 2015, Kraemer et al. 2015). Tanto o Ae. albopictus quanto Ae.
aegypti possuem habitos diurnos e as fémeas se alimentam de sangue, entretanto o Ae.
albopictus diferentemente do Ae. aegypti pode sobreviver em regiGes com temperaturas
mais baixas (Thomas et al. 2012, Paupy et al. 2009, Saiz et al. 2016).

A circulagdo do ZIKV foi documentada em dois ciclos de transmissdo: o ciclo
enzodtico/silvestre, onde o virus circula entre mosquitos Aedes spp e primatas nao-
humanos; e o ciclo humano (urbano/suburbano) entre humanos e mosquitos Aedes spp.
domeésticos, principalmente o Ae. aegypti (Dick et al. 1952, Haddow et al. 1964, Pettersen
et al. 2016).

O ciclo inicia com o repasto sanguineo feito pelas fémeas em um hospedeiro em
fase de viremia (Figura 3). Apds o repasto sanguineo, o virus passa por um periodo de
incubacdo extrinseco, que é determinado pelo intervalo entre o repasto sanguineo e a
capacidade do mosquito de transmitir o virus a um hospedeiro susceptivel. Ainda ndo é
bem descrito o periodo de incubacéo extrinseco para o virus ZIKV, acredita-se que segue
0 mesmo dos demais arbovirus, onde apds o repasto o virus passa por um periodo de
incubacéo de oito a 12 dias, infectando células do intestino médio, intestino grosso e em
seguida glandulas salivares (Gould et al. 1962, Tham et al. 2018). Nesta fase, 0 mosquito
se torna apto a transmitir o virus para um hospedeiro susceptivel no momento de um novo
repasto sanguineo, quando, apds a picada, tem inicio o periodo de incubacéo intrinseco

no hospedeiro infectado, que dura entre trés a 14 dias (Gubler 1998, Wang et al. 2000).

11



Mosquito
Aedes

Mosquito
n&o infectado

¥ Glindulas

1
Humano infectado salivares

Humano
ndo infectado

Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo de transmissdo dos flavivirus. (Guzman et al.
2016 — modificado).

1.2.2. Transmissdo Sexual

A transmissdo sexual do ZIKV foi inicialmente proposta por Foy e colaboradores
(2008). Em 2008, um cientista americano que realizava um trabalho de campo no Senegal
apresentou sintomas compativeis com a infeccdo por ZIKV apds retornar aos Estados
Unidos. Apds curto prazo do retorno do cientista, sua esposa apresentou sintomas de uma
doenca febril semelhante. Ambos pacientes foram diagnosticados com infeccéo por ZIKV
por testes soroldgicos. A transmissdo sexual foi sugerida apés o relato da esposa, que nédo
apresentava histérico de viagens recentes para fora do seu pais e que manteve relacdes
sexuais com seu esposo sem fazer o uso de preservativos apos seu regresso (Foy et al.
2008).

O primeiro relato de potencial transmissao sexual do ZIKV foi descrito no ano de
2013, quando um paciente com febre baixa, artralgia e hematoespermia apresentou
positividade para 0 RNA viral nas amostras de sémen e urina, no entanto a amostra de
sangue foi negativa. Uma aliquota do sémen foi inoculada em cultura demonstrando
replicacdo do virus sugerindo que tal replicagdo possa ter ocorrido no trato genital (Musso
et al. 2015b).

Posteriormente, outros estudos relataram a transmissdo sexual do virus,
principalmente de homens para mulheres parceiras (Musso et al. 2013, Atkinson et al.

2016, Harrower et al. 2016, Hills et al. 2016) mas também com relatos de transmissdo
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sexual entre homens (Deckard et al. 2016, Basile et al. 2017). No estudo desenvolvido
por Prisant e colaboradores (2016) a presenca do RNA viral foi detectado em amostra de
esfregaco genital, mucocervical e endocervical de uma paciente que apresentava 0s
sintomas: erupcdo maculopapular, febre e conjuntivite, caracteristicos de uma infecgédo
por um arbovirus. Embora nao tenha sido analisada a infecciosidade das particulas virais
encontradas na regido genital, foi sugerida possivel transmissdo sexual de mulheres para
homens (Prisant et al. 2016). Recentemente houve relato de caso Unico de transmissao
sexual mulher para homem em Nova York nos Estados Unidos, neste caso a transmissédo
ocorreu pelo fluido vaginal e/ou sangue apos a relacdo sexual. O relato foi confirmado
pela presenca do RNA viral por meio da RT-PCR em tempo real (reagdo em cadeia pela
polimerase pds-transcricdo reversa em tempo real) (Davidson et al. 2016; Basile et al.
2017).

A deteccdo prolongada do RNA viral em amostras de sémen reforca o alto
potencial de transmissdo sexual. Relatos apontam a detec¢do do material genético viral
em amostras de sémen apds 188 dias de inicio dos sintomas (Nicastri et al. 2016, Paz-
Bailey et al. 2017). Assim a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC- Centers for Disease Control and Prevention)
divulgaram recomendacdes para a prevencdo em relagdo a transmissdo sexual.
Orientando que mulheres e homens que estiveram em regides consideradas endémicas
para casos de ZIKV, ficando expostos a infec¢do, que aguardem seis meses apds a
manifestacdo ou ndo dos sintomas para a concep¢ao. Orienta-se também que mulheres
gravidas mantenham relagcdes com preservativos afim de se evitar a infeccdo (CDC 2016,
OMS 2016a).

1.2.3. Transmissdo Materno-Infantil

A transmissdo materno-infantil do ZIKV pode ocorrer por via placentaria ou por
transmissdo perinatal, ou seja, durante o parto. Casos de transmissdo perinatal foram
descritos para outros tipos de arbovirus, entre eles: DENV, WNV e CHIKV (Tan et al.
2008, Stewart et al.2013). A transmissdo materno-infantil também foi relatada em
infeccbes pelo CHIKV e DENV o0 que acarretou em consequéncias graves como
encefalopatia para a infeccdo pelo CHIKV e parto prematuro para infeccdo pelo DENV
(Fritel et al. 2006, Basurko et al. 2009, Gerardin et al. 2014). Para o ZIKV, a transmissado

perinatal foi descrita no ano de 2014 na Polinésia Francesa durante um surto, onde
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Besnard e colaboradores relataram dois casos de mulheres gestantes que apresentaram
infeccdo por ZIKV no final da gestacdo, ambas apresentaram positividade para o ZIKV
por testes moleculares. Nos dois casos, em um curto periodo apés o parto, foi identificada
positividade para o virus nos recém-nascidos, 0s quais apresentaram apenas manifestacao

de erupcdo cutanea (Besnard et al. 2014).

A transmissdo vertical, via placentaria, foi confirmada no final do ano de 2015, no
Brasil, a partir da observagao de casos de malformacGes severas em neonatos de mulheres
com relato de quadro exantematico durante a gravidez, no periodo do surto no Nordeste
brasileiro (PAHO 2015, Araujo et al. 2016, Musso & Gluber 2016, Basile et al. 2017).
Estudos investigaram os casos microcefélicos e identificaram o RNA viral no liquido
amniotico, placenta, amostras de sangue e tecido dos recém-nascidos microcefélicos de
mées com infeccdo por ZIKV (Oliveira et al. 2015, Calvet et al. 2016, Musso & Gluber
2016, Mlakar et al. 2016, Basile et al. 2017).

Acredita-se que a transmissdo do virus ao feto ocorra pela via transplacentarias,
atravessando a barreira placentaria mediado por anticorpos ndo neutralizantes, visto que
as células primarias da placenta humana foram susceptiveis a infeccéo pelo ZIKV e vias
paraplacentarias ou direta (Adibi et al. 2016, Quicke et al. 2016, Tabata et al. 2016).

Estudos também detectaram a presenca do RNA viral no leite materno de maes
que apresentaram quadro exantematico e foram positivas para a infec¢do, no entanto, ndo
foi comprovada a transmissibilidade do virus através do leite materno (Besnard et al.
2014, Dupont-Rouzeyrol et al. 2016, Sotelo et al. 2017). Devido a auséncia de estudos
que comprovam a transmissao viral via amamentacao e considerando os beneficios que a
amamentacao acarreta aos recém-nascidos, a OMS recomenda que, mulheres que tiveram
a suspeita ou infeccdo confirmada pelo ZIKV durante gestante, ndo suspendam a
amamentacdo (WHO 2016).

1.3. Infecgéo pelo ZIKV
1.3.1. Patogenia
A patogenia do ZIKV néo esta totalmente esclarecida, com o objetivo de melhorar

a compreensdo da mesma, estudos utilizando modelos animais e células in vitro vém
sendo desenvolvidos (Lazear et al. 2016, Musso & Gluber 2016, Krause et al. 2017).

Modelos primatas ndo humanos sdo utilizados para a compreensdo da patogenia na
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infeccdo fetal devido as semelhancas com os humanos na gestacao e no desenvolvimento
fetal (Krause et al. 2017). Macacos Rhesus infectados pelo ZIKV apresentaram a viremia
e o quadro febril entre dois a seis dias ap06s infeccdo e o virus pdde ser detectado em
varios espécimes como: urina, liquido cefalorraquidiano, saliva e em diversos 0rgaos
incluindo o trato urinario (Dudley et al. 2016, Li et al. 2016).

Como referido, a principal via de transmissdo do ZIKV é através da picada do
mosquito infectado durante o repasto sanguineo, o qual inocula virus na derme e epiderme
(Hamel et al. 2015, Abushouk et al. 2016). Estudos relataram que as células dentridicas,
fibroblastos dérmicos e queratindcitos sdo células susceptiveis e permissiveis ao virus,
permitindo que ocorra a replicagéo viral no local da infeccéo, seguindo disseminacao para
0s nddulos linfaticos e a corrente sanguinea, instalando-se o periodo de viremia (Lim et
al. 2011, Hamel et al. 2015, Musso & Gluber 2016).

A entrada do virus nas células do hospedeiro ocorre por meio de endocitose
dependente de clatrina, que € resultante da interacdo da proteina E com receptores da
superficie celular (Smit et al. 2011, Li et al. 2016, Lee et al. 2018). Varios receptores
foram descritos para a entrada do ZIKV, incluindo AXL, TYRO 3, DC-SIGN e TIM-1
(Hamel et al. 2015, Persaurd et al. 2018). Os receptores AXL, TYRO -3 e DC-SIGN
foram descritos inicialmente para a entrada do virus nas células da pele por Hamel et al.
(2015). Posteriormente, foi demonstrado que o receptor AXL, pertencente a familia de
receptores TAM (proteinas tirosina-quinase), € um importante alvo de ligacdo do virus,
visto que 0 mesmo é expresso em diversos tipos celulares incluindo células gliais,
astrdcitos, micrdglia e células progenitoras neurais demonstrando o neurotropismo viral
(Nowakowski et al. 2016, Meertens et al. 2017, Hamel et al. 2016).

Estudos in vitro utilizando células progenitoras neurais e organoides cerebrais
demonstraram que a infecgdo pelo ZIKV ocasiona uma inflamacdo seguida de redugéo
da proliferacdo e morte celular (Quicke et al. 2016). O estudo desenvolvido por Tang et
al. em 2016, forneceu a primeira evidéncia que as celulas neurais (células progenitoras
corticais neurais) sdo susceptiveis a infec¢do do virus. Cugola et al. (2016), demonstrou
que o virus infecta células progenitoras corticais humanas, reduzindo as zonas
proliferativas, induzindo morte celular por apoptose e autofagia, prejudicando o

desenvolvimento neurologico.

A patogenia da infec¢do congénita ainda nao esta bem elucidada, porém estudos

afirmam que a placenta é susceptivel a infeccao pelo virus (Miner et al. 2016). As células
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primarias da placenta humana como células epiteliais amnidticas, células endoteliais do
corddo umbilical, células Hofbauer (macréfagos placentéarios) e citotrofoblasto (CTBs)
sdo permissiveis a replicacdo viral (Quicke et al. 2016, Tabata et al. 2016). Estudo
desenvolvido com modelos animais prenhas demonstrou a infeccdo da placenta, que
ocasionou dano a barreira placentaria resultando em restri¢cdo do crescimento intrauterino
e morte fetal (Miner et al. 2016).

Devido ao alto grau de semelhanga estrutural entre os virus DENV e ZIKV, 0s
anticorpos produzidos para estes Flavivirus podem reagir de forma cruzada (Charles &
Christofferson 2016, Stetler et al. 2016, Miner & Diamond 2017). O fenémeno conhecido
como ADE (antibody dependent enhancemente —ADE), que caracteriza a facilitacdo da
penetracdo viral em macréfagos mediada por anticorpos, esta bem estabelecida em casos

de infeccdo secundaria por DENV com um sorotipo heterélogo (Kliks et al. 1988).

A partir deste conhecimento e considerando a existéncia de reatividade cruzada
para anticorpos induzidos nas infeccbes por ZIKV e DENV, estudos in vitro
demonstraram que infec¢des prévias pelo DENV induziram maior replicacdo do ZIKV e
que infeccBes prévias pelo ZIKV induziram maior replicacdo do DENV. Estudos in vivo,
demonstraram que soro imunes pelo ZIKV exacerbaram a gravidade da doenca em
camundongos quando infectados por DENV e nos estudos em primatas ndo humanos, a
viremia por DENV foi aumentada por soro imunes ao ZIKV (Dejnirattisai et al. 2016,
George et al. 2017, Kawircki et al. 2016, Priyamvada et al. 2016, Stettler et al. 2016).
Entretanto, estudos realizados em camundongos previamente imunes ao DENV, ndo
relataram nenhum efeito ap6s infeccdo pelo ZIKV e nos estudos com primatas ndo
humanos com infec¢do prévia por DENV ndo foi descrita qualquer alteracdo na patogenia
ou viremia (Pantoja et al. 2016, McCracken et al. 2017).

1.3.2. Manifestag6es Clinicas
Nas infeccOes pelo ZIKV, menos de 20% dos individuos infectados apresentam

evolucdo clinica com manifestagdo de sintomas, o que dificulta o diagndstico. O periodo
de incubacao sugerido é de trés a 12 dias seguido por um periodo com o aparecimento de
sintomas inespecificos (Duff et al. 2009, Musso et al. 2014, Dasti et al. 2016, Staples et
al. 2016).
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Durante o episddio sintomatico os sintomas mais comuns sdo: febre leve, presenca
de erupcdo maculopapular, dores de cabeca, dor retro-orbital, edema das extremidades,
conjuntivite, mialgia e artralgia (Hamel et al. 2016, Dasti et al. 2016). A erupgéo
maculopapular esta presente em mais de 80% dos pacientes sintomaticos, sendo o
principal sintoma clinico que caracteriza a infeccéo pelo ZIKV, geralmente pruriginosa e
tem disseminac&o centripeta com resolucdo espontanea apds quatro dias. O ZIKV néo foi
descrito como associa¢do a quadros de febre hemorragica ou com evolugéo para o dbito
como observado na infeccdo por DENV (Simpson 1954, Fauci & Morens 2016, Hamel
et al. 2016, Basile et al. 2017).

Em comparagdo com a infeccdo por DENV, a febre apresenta temperaturas mais
baixas (37,5°C - 38°C), embora em casos no Brasil tenham sido observadas temperaturas
mais elevadas (39 °C) (Zanluca et al. 2015). As dores musculares e articulares sdo menos
intensas que nas infeccdes pelo CHIKV e geralmente afetam as maos, joelhos e as
articulacGes do tornozelo. A conjuntivite foi frequentemente descrita e na maioria dos
casos ndo purulenta (Duff et al. 2009, Cao-Lormenau et al. 2014). Outras manifestacdes
inespecificas podem ocorrer incluindo nduseas, vémitos e tonturas (Olson et al. 1981,
Pinto-Jurnior et al. 2015).

Na Polinésia Francesa, durante um surto foram relatados os primeirso casos de
pacientes sintomaticos para a infeccdo por ZIKV com sintomas da Sindrome de Guillian-
Barré (GBS). Outros estudos também demonstraram esta sindrome em paciente com
ZIKV, entretanto a relacdo direta da infeccdo com a sindrome néo esta bem estabelecida
(Oehler et al. 2013, Abushouk et al. 2016, Plourde & Bloch 2016, WHO 2016). Sequelas
ndo neuroldgicas foram observadas em pacientes com a infeccdo do ZIKV, incluindo
perda auditiva transitoria, hipotensdo e hematoespermia (Musso et al. 2015, Plourde &
Bloch 2016).

Complicagdes neurologicas como: microcefalia, atrofia cerebral, aumento
ventricular, calcificacGes intracranianas, anormalidades oculares e auditivas foram
descritas para neonatos que foram expostos a infecgdo pelo ZIKV durante a gestacéo,
resultantes da transmisséo materno-infantil. Essas anormalidades foram denominadas
como Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ) (Besnard et al. 2013, Mlakar et al. 2015,
Ventura et al. 2016, Oliveira et al. 2016).
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1.3.2.1. Sindrome Congénita do ZIKV

A Sindrome Congénita do Zika Virus (SCZ), é atribuida as anormalidades ao
conjunto de complicacdes neuroldgicas tardias ou nao ocorridas em neonatos que foram
expostos a infeccdo por ZIKV durante a gestacao. As caracteristicas clinicas da sindrome
sdo consequéncias de danos neuroldgicos diretos. Além do quadro mais frequentemente
identificado, a microcefalia congénita, outras manifestagdes incluindo desproporcéo
craniofacial, convulsdes, problemas de degluticdo, contraturas de membros,
anormalidades auditivas e oculares, hipoplasia do tronco cerebral e ventriculomegalia tém
sido relatadas em neonatos com SCZ (Culjat et al. 2016, Ministério da Satude — MS 2017,
Miranda-Filho et al. 2016, PAHO 2016,).

Sdo descritas outras infecgdes congénitas que podem levar a danos neurolégicos
severos, comumente denominada STORCH (sifilis, toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirus e herpes virus). Dados sugerem que a infec¢do pelo ZIKV ndo causa a
hepatoesplenomegalia nem petéquias ou parpuras como no caso de infeccdes pelo virus
da Rubéola e o Virus Herpes simplex, no entanto, as calcificaces presentes nas infeccdes
por Citomegalovirus e Toxoplasmose se assemelham as calcificacbes presentes na
infeccdo pelo ZIKV (Neu et al. 2015, Miranda-Filho et al. 2016, Moore et al. 2018).

A microcefalia congénita € uma condicdo descritiva, uma anomalia onde a
circunferéncia frontal occipital da cabeca do recém-nascido fica abaixo da circunferéncia
normal para a idade gestacional, sexo e etnia. O tamanho reduzido é o resultado de uma
desordem do desenvolvimento neuroldgico, que ocorre quando o cérebro fetal ndo
desenvolve normalmente o tamanho, resultando no fechamento de suturas que compdem
o cranio prematuramente (ECDC 2015). Séo varias etiologias que tem relacdo com a
microcefalaia entre elas: mutacdes genéticas herdadas, lesGes cerebrais devido a drogas
teratogénicas, toxinas, sindrome do alcool fetal, doencas metabdlicas, desnutri¢do
materna, deficiéncia de folato materna e infecges (STORCH) (ECDC 2015).

A relacdo entre a infeccdo por ZIKV e anormalidades neuroldgicas no feto,
incluindo a microcefalia, foi estabelecida no final do ano de 2015, com a confirmagéo da
deteccdo do genoma viral em amostras de liquido amnidtico coletados de duas gestantes
com neonatos microcefalicos no nordeste brasileiro. Ambas as gestantes relataram

sintomas compativeis com a infec¢do por ZIKV no inicio da gestacdo (Brasil - MS 2015).

Posteriormente, 0 RNA viral foi detectado no tecido cerebral, liquido amniético e

placenta de fetos microceféalicos, cujas mdes apresentaram infeccdo ou sintomas
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compativeis entre o primeiro e segundo trimestre de gestacdo (Calvet et al. 2016, Mlakar
et al. 2016). No estudo de Bhatnagar (2017), € reportada a replicagdo e persisténcia viral
no cerebro e placenta de criangas natimortas microcefalicas associando diretamente a

microcefalia com a infeccédo por ZIKV.

Dados apontam que casos de mulheres que apresentam sintomas compativeis a
infeccdo por ZIKV nos primeiros meses de gestagOes apresentaram maior associagao aos
casos de anormalidades congénitas fetais severas (Noronha et al. 2016, Sheridan et al.
2017, Zanluca et al. 2018). Concluiu-se que as células gestacionais iniciais, incluindo
células da placenta, sdo mais susceptiveis a infec¢do pelo ZIKV em comparacdo com 0s
meses finais da gestacdo (Tabata et al. 2016, Weisblum et al. 2017). As infeccOes
intrauterinas que ocorram em um estagio avancado da gestacdo em geral apresentam
formas menos graves como problemas de succ¢do e surdez (Besnard et al. 2016, Chan et
al. 2016, Moghadam et al. 2016).

Ventura (2016) descreveu achados oculares envolvendo a regido macular de trés
criangas com microcefalia ap6s o surto no Brasil. Foram descritos achados oculares em
neonatos expostos a infec¢do por ZIKV na gestacdo, anomalias estruturais, calcificacbes
intraoculares, manchas pigmentares focais na retina e atrofia/anomalias do nervo éptico.
A patogénese de como ocorre a infeccdo ocular ainda ndo esta descrita (Calvet et al. 2016,
de Paula Freias et al. 2016, Oliveira et al. 2016, Ventura et al. 2016b).

1.3.3. Diagnéstico Laboratorial

Em regibes endémicas para ZIKV e outras arboviroses como DENV e CHIKV, o
diagnostico baseado na avaliagdo clinica torna-se dificil pela similaridade de sintomas,
fazendo-se necessaria a confirmacdo com o diagnostico laboratorial (Roth et al. 2014;
Basile et al. 2015, Wang et al. 2016). Assim, para o diagndstico laboratorial sdo
recomendados o isolamento viral, técnicas moleculares e sorologia para deteccdo de
anticorpos especificos (Long et al. 2016, Sharma et al. 2017). Embora estudos tenham
relatado a deteccdo do RNA viral em diferentes espécimes clinicos como saliva, leite
materno e semén (Gourinat et al. 2015, Harrower et al. 2016, Nicastri et al. 2016, Sotelo
et al. 2017), para a realizagcdo dessas técnicas, os espécimes clinicos utilizados e
recomendados sdo sangue total, soro/plasma e urina (CDC 2016, Lazear et al. 2016,
Basile et al. 2017).
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De acordo com o observado em outras arboviroses, a viremia do ZIKV inicia-se
com o aparecimento dos sintomas, podendo permanecer por sete dias (Musso et al. 2014).
Na urina, a virdria tem sido descrita para o ZIKV sendo indicada a detec¢do do material
genético por um periodo de até oito dias apds o inicio dos sintomas (Gourinat et al. 2016,
Paiz-Bailey et al. 2017). No periodo de viremia e virQria, sdo recomendadas as técnicas
de isolamento viral e/ou testes moleculares (reacdo em cadeia pela polimerase pos
transcrigdo reversa - RT-PCR) para a deteccdo de antigenos virais ou RNA viral.

O isolamento viral é considerado o padrdo ouro para deteccdo e identificacdo de
infeccdes virais. Para o isolamento viral sdo utilizados métodos de inoculacdo em ovos
embrionérios e culturas celulares, tais como as linhagens células Vero, Rhesus Monkey
Kidney (LLC-MK2) e C6/36 (Digoutte et al. 1992, Alera et al. 2012). O virus foi cultivado
com sucesso a partir de amostras de sangue humano, sémen e urina (Cao-Lormenau et al.
2014, Fonseca et al. 2014, Musso et al. 2015). A técnica costuma nao ser de facil execucgédo
sendo necessarios laboratorios especializados e profissionais qualificados, assim nao
apresenta muita aplicabilidade no diagndstico de rotina, embora constitua importante
ferramenta na determinacéo de infecciosidade e caracterizacdo de variantes virais (Dick
1952, Musso & Gluber 2015).

O diagndéstico molecular consiste na pesquisa do acido nucleico viral, uma
ferramenta mais especifica e sensivel. As principais técnicas realizadas sdo: reacdo em
cadeia pela polimerase pos-transcricdo (RT-PCR) e a RT-PCR - em tempo real, sendo
estd mais sensivel e especifica. As principais regides alvo utilizadas nas técnicas de
amplificacdo sdo os genes que codificam a proteina E, NS1, NS3 e a NS5, tais regides
sdo consideradas mais conservadas entre todos os gendétipos do ZIKV (Lanciotti et al.
2008, Faye et al. 2014, Cao-Lormenau et al. 2015, Plourde & Bloch 2016, Basile et al.
2017).

Considerando a identificagdo do material em outros espécimes clinicos, foi
observado em alguns casos padrdo diferenciado de deteccéo viral prolongada. Para estes
casos, a detecgdo prolongada foi estabelecida como a identificacdo do material genético
por mais de oito dias ap6s o inicio dos sintomas. Como Gourinat e colaboradores (2015),
em seu estudo relata a deteccéo prolongada do virus na urina por até 20 dias ap0s o inicio
dos sintomas. No sémen, Oliveira Souto et al. (2016) relataram a persisténcia viral por
188 dias apos o inicio dos sintomas (Oliveira Souto et al. 2016).
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Ap0s cinco dias do inicio dos sintomas, a resposta imune pode ser observada,
indicando-se a utilizacdo de testes soroldgicos para detec¢do de anticorpos especificos
contra 0 ZIKV (CDC 2016). O diagnostico soroldgico é baseado na deteccdo de
anticorpos especificos de classe M ou G (IgM e IgG), induzidos pela infeccédo. A detecgédo
de anticorpos especificos pode ser realizada pela técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), sendo possivel detectar anticorpos IgM podendo durar até trés
meses, entretanto anticorpos 1gG séo detectados ap6s o IgM na soroconversdo podendo
durar por alguns meses a anos (Hayes et al. 2009, Shama & Lal 2017).

Entretanto, o diagndstico sorologico apresenta reatividade cruzada com outros
flavivirus, particularmente o DENV (Van Meer et al. 2017). O teste de neutralizagdo de
reducdo de placa (PRNT - Plaque Reduction Neutralization Test) é utilizado para a
titulacdo de anticorpos neutralizantes especificos para o virus. Constitui alternativa na
confirmacdo da possibilidade de reacfes cruzadas em testes sorologicos. Considerado
padrdo-ouro para diagnostico soroldgico de infeccdes por flavivirus, no entanto sua
aplicacdo a laboratorios de rotina clinica apresenta dificuldades em razdo do tempo que
leva para obter resultados e a necessidade de laboratorios equipados e técnicos
qualificados. A técnica baseia-se na interacdo especifica entre o virus e os anticorpos, que
posteriormente demonstra inibigcdo da infecciosidade viral por uma reducdo na ligacédo do
virus as células em cultivo (Lanciotti et al. 2008, Maeda et al. 2012, Rabe et al. 2016).

A OMS recomenda a realizacdo de testes moleculares (RT-PCR), para pacientes
em fase aguda, no prazo de até sete dias apds o inicio dos sintomas. Amostras de urinas
podem ser utilizadas para testes moleculares podendo ser coletadas até oito dias ap6s o
inicio dos sintomas. Periodos superiores a sete dias de sintomas, recomenda-se a
realizacdo dos testes soroldgicos, se atentando ao diagndstico diferencial em areas
endémicas para outras arboviroses, evitando assim possibilidades de reacdes cruzadas
(WHOb 2016).

1.3.4. Tratamento e Prevencao

Até 0 momento ndo existe indicagdo de medicacéo terapéutica ou preventiva para
0 ZIKV. N&o ha o conhecimento de antivirais especificos ou vacinas contra a infecgdo
pelo ZIKV (Pinto-Junior et al. 2015, Musso & Gluber 2015).
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O tratamento tem indicacdo para minimizar a sintomatologia, sendo utilizados
analgésicos e antipiréticos para febre, dores e erupcdo cuténea, porém devem ser
utilizados com cautela, a fim de evitar efeitos adversos, incluindo hepatopatia e
nefropatia. Recomenda-se também reidratacdo adequada em funcéo da possibilidade de
perda de fluidos (Pinto-Junior et al. 2015, Pettersen et al. 2016).

O 4cido acetilsalicilico e antiinflamatorios ndo esteroides devem ter o uso evitado
devido ao risco aumentado de sindrome hemorragica como descrito para outros flavivirus
(Musso & Gluber 2015, Chang et al. 2016). Possiveis complicacdes neurologicas
especialmente a Sindrome de Guillian-Barré, deve ser diagnosticada para o
acompanhamento médico e tratamento efetivo com imunoglobulinas intravenosas ou

plasmaferese.

Em casos de infeccdo em gestantes, o MS definiu um protocolo de
acompanhamento para gestantes e recém-nascidos que foram confirmados com infec¢édo
por ZIKV. Durante a gestacdo, apds a confirmacdo laboratorial da infeccdo, todas as
gestantes devem ser acompanhadas durante o pré-natal para investigacdes de
anormalidades neuroldgicas fetais. Ap6s o parto, o soro deve ser coletado do corddo
umbilical ou diretamente do recém-nascido dentro 48 horas para o diagnostico (Pettersen
et al. 2016, Staples et al. 2016).

Os recém-nascidos devem fazer o exame fisico completo incluindo: medida da
circunferéncia occipitofrontal, comprimento e peso, avaliacdo de anormalidades
neuroldgicas, caracteristicas dismorficas, hepatoesplenomegalia, erupcao cutanea, lesées
oftalmoldgicas e defeitos auditivos (Staples et al. 2016). Seguindo o protocolo do MS,
recém-nascidos que apresentarem microcefalia confirmada por infeccdo congénita por

ZIKV devem ser acompanhados pela Atencdo Basica de Saude (MS-2017).

As recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude e do Center for Disease
Control and Prevention —CDC para a prevencao do ZIKV sdo divididas em: prevencéo
contra o vetor transmissor, prevencdo durante a gravidez e prevencdo da transmissdo
sexual (CDC 2016).

Para evitar o risco de transmissdo via vetor transmissor, é indicado o uso de
camisas e calgas longas, o uso do repelente, protecédo de telas nas janelas. Com o risco de
transmisséo sexual, aconselha-se 0 uso de preservativos masculinos e femininos durante

as relacoes, prevencdo em sexo anal e ndo compartilhar instrumentos sexuais. Mulheres
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que desejam engravidar ou gravidas devem ser consideradas as mesmas orientacfes para

evitar a transmissédo sexual (CDC 2016).

O maior risco e a maior preocupacdo de infeccdo por ZIKV sdo as mulheres
gestantes, pois como ja visto o ZIKV pode ser transmitido por via vertical. Devido aos
desfechos graves para os fetos, as gestantes devem seguir rigorosamente as orientacdes

para evitar picada do mosquito e da transmissao sexual (CDC 2016).

Em decorréncia dos surtos de infeccdo por ZIKV e a recente associa¢do do virus
aos casos de microcefalia, a Organizacdo Mundial de Saude propds o desenvolvimento
de vacinas como prioridade (WHO 2017). Embora atualmente ndo existam vacinas
disponiveis contra o ZIKV aprovadas, mais de 50 candidatas a vacina do ZIKV estdo em
varios estagios de pesquisa e desenvolvimento, e outras candidatas estdo em diferentes
fases de ensaios clinicos, incluindo vacinas de virus inativados, vacinas recombinantes,
vacinas de DNA e mRNA e uma vacina de peptideo (Tripp & Ross 2016, Beaver et al.
2018, Lin et al. 2018).

Em modelos animais primatas ndo-humanos e camundongos, Varias estratégias de
vacinas foram consideradas protetivas, incluindo, vacinas de DNA, vacinas de RNA,
vacinas de virus atenuado, vacinas de virus inativados e particulas virais (Dowd et al.
2016, Boigard et al. 2017, Chahal et al. 2017, Sumathy et al. 2017). No estudo de Richner
e colaboradores (2017), observou-se protecdo da transmissdo vertical do ZIKV ao feto
em camundongos gestantes com vacinas de mRNA encapsuladas em nanoparticulas

lipidicas e virus atenuado (Richner et al. 2017).

Outras estratégias sdo as vacinas de plasmideos de DNA e vacinas de virus
atenuados, no entanto, essas vacinas apresentaram ser menos imunogénicas quando
comparadas as vacinas de virus atenuados (Culshaw et al, 2018, Diamond et al. 2018).
Entretanto, em um estudo a vacina inativada demonstrou conferir a protecdo contra a
infeccdo pelo ZIKV em camundongos BALB/c e macacos Rhesus (Abbink et al. 2016,
Larocca et al. 2016).

Entre as preocupagdes no desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes, esta a
pergunta se as vacinas atenuadas poderdo ser utilizadas em mulheres gestantes e
individuos imunocomprometidos, bem como anélise da reatividade cruzada entre 0 ZIKV

e outros flavivirus, como exemplo DENV (Priyamvada et al. 2017, Culshaw et al. 2018).
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1.3.5. Epidemiologia

Como jé descrito, o primeiro surto registrado do ZIKV ocorreu em 2007, nas Ilhas
Yap na Micronésia. Estudos estimaram que em um periodo de quatro meses, 73% da
populacéo foi infectada, com o maior percentual de pacientes assintomaticos (Lanciotti
et al. 2008, Musso & Gluber 2015, Hamel et al. 2016). N&o foram registrados outros
surtos de infeccdo pelo ZIKV até 2014, onde foram registrados surtos na Polinésia
Francesa, llhas Cook, e llha de Pascoa (Cao-Lormenau et al. 2014, ECDC 2014,
Tognarelli et al. 2014, Musso & Gluber 2015)

Nas Américas, casos autdctones vém sendo registrados desde 2014. No Brasil o
primeiro registro de caso autoctone ocorreu em 2015, na regido nordeste, 0 que marcou o
primeiro surto documentado no pais e nas Américas (Zanluca et al. 2015, WHO 2015).
Ao final do ano de 2015 varios outros estados brasileiros confirmaram transmissao
autoctone do virus como: Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Paraiba,
Parand, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte e Sdo Paulo (WHO
2015).

No inicio de 2016, o Ministério da Satde por meio da Portaria 204, determinou a
notificagdo compulsoria para casos suspeitos de infecgcdo por ZIKV, no caso de gestante,
a notificagdo devera ser realizada no prazo de 24 horas (Brasil — MS 2016c). Até o inicio
de 2016, a maioria dos casos no Brasil de infec¢do pelo ZIKV foram relatados no estado
da Bahia (Faria et al. 2016).

No ano de 2017 foram registrados mais de 17 mil casos provaveis de doenca pelo
ZIKV no pais, demonstrando uma reducdo quando comparada ao mesmo periodo do ano
de 2016, que foram registrados mais de 200 mil casos provaveis (Boletim Epidemioldgico
— MS 2016, 2017). Até setembro de 2018, mais de sete mil casos provaveis de doenca
pelo ZIKV foram registrados no pais, destes 41,5% foram confirmados, clinica ou
laboratorialmente. A regido Sudeste apresentou 0 maior nimero de casos registrados com

37,9%, seguida pela regido Nordeste com 25,1% (Boletim Epidemioldgico —MS 2018).

Desde o inicio da ESPIN, em 2015 até maio de 2018 foram notificados mais de
16 mil casos suspeitos de alteracfes no crescimento e desenvolvimento relacionados a
infeccdo congénita por ZIKV. A maioria das notificagdes concentra-se no Nordeste do
pais (59,7%) seguida da regido Sudeste e Centro — Oeste, com 24,7% e 7,3%
respectivamente. No ano de 2015 foram notificados mais de quatro mil casos com

confirmagao clinico/laboratorial de 23,4%, considerando 0 mesmo periodo, 0 ano de 2016
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registrou um aumento no nimero de casos notificados com 22,2% de casos confirmados
clinico/laboratorial, a partir de oito mil casos notificados. Entretanto, no ano de 2017
houve uma importante reducdo no nimero de casos notificados (dois mil), assim com o
percentual de confirmados (11,3%). Até momento, setembro de 2018, foram notificados
977 casos (Boletim Epidemiologico — MS 2018b).

Os primeiros casos de doenca pelo virus ZIKV no municipio de Goiania foram
registrados em setembro de 2015 e ao final do ano foram notificados 67 casos provaveis
de ZIKV. No ano de 2017, foram notificados mais de dois mil casos provaveis, e até o
segundo semestre de 2018 notou-se uma reducdo nos casos notificados comparado aos
anos anteriores seguindo o mesmo padrdo em relacdo ao pais. Sendo notificados 500
casos provaveis de doenca pelo ZIKV até o momento (Goiania 2017). Em gestantes, no
ano de 2016, 334 gestantes foram confirmadas para a infeccdo pelo ZIKV, o que
representou um aumento em relacdo ao ano anterior. No ano de 2017 houve uma reducao

importante, em que foram confirmados 43 casos (Goiania 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A infeccdo pelo ZIKV esté entre as doengas emergentes do século XXI, sendo
considerada como uma das maiores preocupacdes para salde publica mundial. Constitui
um arbovirus e assim, possui transmissdo associada a vetores artropodes, embora
transmissdo sexual e materno-infantil tenha sido descrita. Apresenta um quadro clinico
semelhante ao descrito para as demais arboviroses, no entanto complicacdes graves tem
sido descrita para infeccdo, entre elas a Sindrome de Guillian-Barré e a Sindrome
Congénita do ZIKV.

A Sindrome Congénita do ZIKV é atribuida as anormalidades e complicacfes
neuroldgicas tardias em neonatos que foram expostos ao ZIKV durante a gestacdo.
Estudos detectaram a presenca de antigenos virais em tecidos fetais e demonstraram a
replicacdo ativa nestes, entretanto, a patogenia dessa infeccdo ainda ndo esta bem
elucidada.

O RNA viral ja foi detectado em diferentes espécimes clinicos de individuos com
suspeita de infeccdo por ZIKV, como saliva, sémen, urina e leite materno.
Adicionalmente, casos com padrdo diferenciado de detec¢do prolongada do material
genético viral foram observados nestes espécimes, com destaque para casos ocorridos em
populacdo gestante.

Embora muito se tenha avancado no conhecimento a respeito de diferentes
aspectos relacionados a patogenia da infeccdo pelo ZIKV, muitas lacunas e incertezas
permanecem. Neste contexto, o desenvolvimento de estudos adicionais considerando
diferentes aspectos do agente viral e da infeccdo, bem como o monitoramento de casos,
tornam-se necessarios para uma melhor compreensao dos fatores associados a SCZ.

A regido centro-oeste & considerada uma regido endémica para diferentes
arbovirus e com alta infestacdo do vetor associado a estas infecgdes. Ademais, a regido
metropolitana de Goiania apresenta uma das mais elevadas incidéncias de dengue do
Brasil e, desde a confirmacdo dos primeiros casos de infeccdo por ZIKV, o municipio
apresentou altos indices de casos provaveis para infeccdo por este agente (Goiania 2017).
Assim, apresenta um cendrio privilegiado para o desenvolvimento da presente
investigacdo, a qual visa contribuir para a constru¢do do conhecimento a respeito do

processo da patogenia da infecgdo pelo ZIKV em gestantes infectadas.
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3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar e acompanhar os casos de infeccdo pelo ZIKV em gestantes com
doenca exantematica, no periodo de janeiro de 2017 a junho de 2018, atendida em
unidades de saude de Goiania, Goias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Pesquisar 0 RNA do ZIKV em amostras de sangue e urina em populacdo de

gestantes com doenca exantematica;

= Auvaliar a detec¢do viral prolongada em amostras clinicas das gestantes positivas
para o ZIKV;

= Auvaliar os padroes de deteccdo viral prolongada identificados em relagdo aos

diferentes espécimes clinicos investigados;

= Identificar fatores associados aos casos de detecc¢do viral prolongada.
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4 METODOLOGIA

4.1. Delineamento e Populagdo do Estudo

Este estudo faz parte de um projeto intitulado “Aspectos epidemioldgicos,
clinicos, viroldgicos e imunoldgicos da infeccdo pelo Zika virus em Goias”. O referido
projeto foi delineado como uma coorte de gestantes com infec¢do sintomatica pelo ZIKV,
residentes no municipio de Goiania. A coorte foi definida considerando os casos de
gestantes com doenga exantemética compativel com infecgdo pelo ZIKV, atendidas pela
Rede Publica de Saude do Municipio de Goiania e notificadas no Sistema de Notificacdo
de Agravos (SINAN-Goids), a partir de dezembro de 2015, com previsdo de conclusédo
em 2020.

O presente estudo foi delineado como uma série de casos de gestantes com
sintomas clinicos compativeis com a infeccao pelo ZIKV, notificadas no SINAN, entre
janeiro de 2017 e junho de 2018. Além dos casos notificados, também foram convidadas
a participar do estudo, gestantes com doenca exantematica aguda atendidas no Hospital
Materno Infantil (HMI) da Secretaria de Estado da Salde de Goias, sendo inclusas
aquelas das quais tenha sido possivel obter dados e amostra clinica. Foram excluidas as
gestantes incapazes de dar o consentimento informado ou casos de mulheres que
apresentaram condicdes clinicas/obstétricas que constituissem algum risco ou
impedimento para participacdo na pesquisa, acompanhamento ou coleta de espécime
clinico.

O projeto foi apresentado a gestante por membros da equipe do estudo, incluindo
0 esclarecimento sobre coleta de dados e espécimes clinicos, bem como o protocolo de
acompanhamento realizado durante a gestacdo até o momento do parto. O aceite da
gestante foi obtido mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE — Anexo 2) pela propria gestante ou, para aquelas com idade inferior a 18 anos,
assinatura de seu responsavel legal no TCLE, bem como da propria gestante no Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE — Anexo 3).

De forma esquematica (Figura 4), a identificacdo das gestantes potencialmente
elegiveis para o estudo se deu a partir dos casos atendidos no setor de pronto-atendimento
do HMI e dos casos registrados pelo SINAN. Na primeira situacdo, as gestantes eram
identificadas na vigéncia de quadro exanteméatico compativel com infeccdo pelo ZIKV

(Fase exantematica/aguda), sendo convidadas para participar no estudo. Outra condicao
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estabelecida, foi a identificacdo de provaveis casos elegiveis por meio do levantamento
dos casos notificados pelo sistema de vigilancia. Nestas situagdes, a abordagem a gestante
foi realizada em periodo posterior & apresentacdo dos sintomas (Fase tardia), por contato
telefénico, durante o qual a gestante era convidada para uma consulta com obstetra
membro da equipe do projeto. Nesta ocasido, era realizada a apresentacdo do projeto e
possivel recrutamento da mesma como participante do estudo para posterior coleta de

amostra.

Abordagem das

gestantes elegiveis

.S.lsAter.na i Fase Aguda/Quadro
Vigilancia - Fase Exantemético
Tardia
_J
| .
TCLE/TALE TCLE/TALE Coleta de Amostras
_J
| |

Acompanhamento

Consultas
Obstétricas
Periédicas/Parto

Coleta de Amostras

Figura 4. Fluxograma delineamento e populacéo do estudo.
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Ap0s concordéancia e inclusdo da gestante no estudo, estas eram encaminhadas ao
acompanhamento por meio do agendamento de consultas, realizadas por médica obstetra
membro da equipe do projeto, conforme a solicitacdo clinica e disponibilidade da
gestante. Este acompanhamento estendeu-se desde o recrutamento da gestante, por meio
da notificacdo ou pelo quadro exantematico, até 0 momento do parto. Em cada consulta
de acompanhamento era solicitada a coletada de amostras de sangue e urina, conforme
concordéncia das gestantes.

O estudo foi submetido & avaliacdo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Goids, com o numero do protocolo (CAAE
64534017.7.0000.5083) (Anexo 1). Foi conduzido seguindo as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos definidas pela Resolugéo
466/12.

4.2. Coleta e Processamento de amostras

No momento do recrutamento e a cada consulta de acompanhamento foram
coletadas amostras de sangue e/ou urina das gestantes participantes. A coleta de sangue
foi realizada por profissionais qualificados na unidade de saude, sendo coletados 10 mL
de sangue por puncdo venosa em tubos de coleta contendo anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético — EDTA. A coleta da urina foi realizada na unidade de saude
pela propria gestante participante do estudo, em tubos coletores estéreis por micgdo direta,
fornecidos pela equipe do estudo. No momento do parto, quando possivel o acesso na
unidade de saude que estava sendo realizado o parto, foram coletadas amostras de sangue

das gestantes.

As amostras coletadas foram conservadas em tubos e coletores identificados
corretamente e encaminhadas ao Laboratorio de Virologia e Cultivo Celular do Instituto
de Patologia Tropical e Salde Publica da Universidade Federal de Goias
(LabViCC/IPTSP/UFG) para o processamento e adequado armazenamento em freezer -

80°C, até a realizacdo dos ensaios moleculares.

O processamento para as amostras de sangue consistiu na centrifugacao a 1.500
rpm por 10 minutos a 4°C a fim de obter a separacdo da massa eritrocitaria do plasma.
Apos a centrifugacdo, o plasma foi aliquotado, em aproximadamente 500 pL, e

armazenado em criotubo a -80°C até a realizacdo dos testes moleculares. O
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processamento das amostras de urina consistiu em uma centrifugacdo a 4.000 rpm por
quatro minutos, em seguida, o sobrenadante foi aliquotado, aproximadamente 1 mL, e

armazenado em criotubos a -80°C até a realizacdo dos testes moleculares.

Para 0s casos em que o recrutamento ocorreu por meio do levantamento de
notificacBes no Sistema de Vigilancia, e assim, posterior ao quadro exantematico, para
estes casos, os resultados laboratoriais referentes as amostras da fase aguda foram obtidos
por meio da consulta ao sistema Gerenciador de Ambiente de Laboratério (GAL). Este
sistema consiste em uma plataforma de dados alimentados com os resultados dos exames
laboratoriais desenvolvidos pela rede de saude publica do pais, como aqueles realizados
pelo Laboratério Estadual de Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros (LACEN-GO).

4.3. Deteccdo Molecular
4.3.1. Extracdo do material genético

A extracdo do RNA viral foi realizada para as amostras plasma e urina. O RNA viral
foi extraido utilizando kit comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen®), seguindo

instrucdes do fabricante.

Brevemente, a extracdo foi realizada a partir de 140 puL da amostra (urina e sangue)
pipetados em um microtubo contendo RNA carreador e tampdo AVL, fornecido pelo kit,
seguindo homogeneizacao em vortex e incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apbs incubacdo e adicdo de 560 pL de Etanol 100%, o contéudo do microtubo foi
transferido para uma mini-coluna fornecida pelo kit. Posteriormente, foram realizadas
duas lavagens utilizando tampdes fornecidos pelo kit (AW1 e AW2) e, ao final do
procedimento de lavagem, o material extraido foi eluido em tampdo AVE, obtendo um
produto final de 60 pL. O produto de extracdo foi armazenado em freezer -80°C até os

procedimentos moleculares.
4.3.2. Deteccdo do material genético por RT-PCR em tempo real

As amostras extraidas foram triadas por RT-PCR em tempo real (RT-gPCR),
utilizando iniciadores e sonda descritos por Lanciotti et al. 2008 (Quadro 1) para a regido

alvo a proteina E.

Para a reagdo foi utilizado o Kit comercial Path-1D multiplex One-Step RT-gPCR
(Applied Biosystems — Carlsbad, CA, USA). O volume final da reacéo foi de 20 pL, e o
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sistema foi constituido por 2,5 pL de material extraido, 10 uL de Multiplex RT-PCR
buffer, 2 pL de Multiplex Enzyme Mix, 100 nM de cada iniciador, 200 nM de sonda
TagMan e 4gua Nuclease Free fornecida pelo kit para completar o volume.

A reacdo foi processada no aparelho Rotor-Gene® Q 5plex HRM System
(Qiagen®), seguindo o seguinte protocolo de ciclagem: a transcri¢ao reversa ocorreu em
apenas um ciclo de 48°C por 10 minutos para ativacdo da transcriptase reversa e 95°C
por 15 minutos para a inativagdo da mesma. Posteriormente a amplificagdo ocorreu em
45 ciclos de: 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Conforme descrito na
literatura foi estabelecido como limite de deteccdo — Cycle Treshold -CT < 38,50, para

considerar resultados positivos de detecgdo de ZIKV (Lanciotti et al. 2008).

Quadro 1: Oligonucleotideos e sonda utilizados para reacdo em cadeia pela polimerase pos
transcri¢do reversa em tempo real (Lanciotti et al. 2008).

Oligonucleotideo Sequéncia Posicédo no
5°-3") genoma
ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086 - 1102
ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162 - 1139
ZIKV 1107 - FAM | AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107 - 1137

4.4.  Anéalise de Dados

Foi elaborado um arquivo eletrénico contendo os dados provenientes da
populacdo de estudo, obtidos pelo banco de dados secundarios em cima dos quais

foram utilizados para analise com o auxilio do programa Epi-Info 2000 for win.
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5 RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da Populacéo de Estudo

Sessenta e oito gestantes preencheram os critérios de incluséo e aceitaram participar
do estudo. O recrutamento de casos elegiveis para possivel inclusdo no estudo no
momento das manifestacBes clinicas, considerada assim fase exantematica/aguda,
ocorreu em 23,5% (16/68) dos casos. Desta forma, a maioria das participantes do estudo,
76,5% (52/68) foi identificada por meio dos registros do SINAN, constituindo assim,

momento posterior ao episddio exantematico, considerada fase tardia da infec¢éo.

O maior nimero de gestantes estava na faixa etaria de 20 a 29 anos 44,1% (30/68)
e 1,5% (1/68) da populacdo do estudo representava a faixa etaria entre 40 —49 anos
(Tabela 1). Considerando o periodo gestacional, a maioria das mulheres participantes
apresentaram as manifestacGes clinicas caracteristicas do quadro exantematico no
primeiro trimestre gestacional 39,7% (27/68). Em 4,4% (3/68) da populacédo estudada ndo
foi possivel obter informac@es sobre a idade gestacional no momento da apresentacao dos

sintomas.

Do total de casos investigados, foi observada uma taxa global de positividade para
infeccdo pelo ZIKV de 51,5% (35/68). A maioria destes casos foi identificada por meio
da investigacdo molecular (85,7% - 30/35). Em cinco casos, a positividade foi definida
pela deteccdo do marcador soroldgico IgM, de acordo com os registros do SINAN para
aquelas gestantes que foram recrutadas na fase tardia. A realizacdo do teste soroldgico
esta estabelecida pelo protocolo do MS, o qual determina a realizacdo de sorologia para

casos de amostras coletadas ap0s cinco dias do inicio do quadro exantematico.

Analise da positividade em relacdo a faixa etaria demonstrou maior frequéncia 60%
(5/15) em gestantes entre 20 a 29 anos, embora o resultado néo tenha sido estatisticamente
significativo. De acordo com a idade gestacional em que ocorreu o quadro exantematico,
maior frequéncia foi observada entre gestantes quando no primeiro trimestre gestacional
55,5% (15/27), ndo apresentando relevancia estatistica. Entretanto, em 33,3% (1/3) na
populacéo estudada nédo foi possivel obter as informacg6es sobre a idade gestacional
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Tabela 1: Caracteristicas da populacdo de estudo e positividade para marcadores de
infeccdo para o0 ZIKV (N=68).

Caracteristicas N (%) Positivos/Total  Valor p
(%)
Faixa etéria
15-19 anos 15 22 5/15 (22,7)
20 — 29 anos 30 441 18/30 (60) >0,05
30 -39 anos 22 32,4 9/22 (41)
40 — 49 anos 1 15 0
Periodo Gestacional
1° Trimestre 27 39,7 15/27 (55,5)
2° Trimestre 17 25 9/17 (53) >0,05
3° Trimestre 21 30,9 7/21 (33,3)
Si 3 4,4 1/3 (33,3)
Periodo
2017 43 63,2 29/43 (67,4) 0,0005
2018 25 36,8 6/25 (24)

Si — Sem Informagéo.

Considerando o ano em que ocorreu a manifestacdo do quadro exantematico, foi
identificado uma maior taxa de positividade no ano de 2017 em relacdo ao ano de 2018,
resultado ao qual foi estatisticamente significativo (p< 0,05). Analisando o periodo do
ano de 2017 (Figura 5), observamos que o segundo trimestre, compreendendo 0s meses
de abril, maio e junho, apresentou frequéncia dos casos (89,4%) significativamente maior

(p<0,05) em relacdo aos demais periodos avaliados.
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Figura 5. Distribuicdo dos casos exantematico em relacdo ao periodo anual e frequéncia da
positividade em cada periodo. (N=68).
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5.2. Acompanhamento das Gestantes

A partir dos 68 casos de gestantes participantes no estudo, 0 acompanhamento por
meio da realizacdo de consultas periddicas obstétricas foi estabelecido para 57 (83,9%)
gestantes, das quais, 34 (59,6%) foram positivas para a infeccdo pelo ZIKV.
Considerando as gestantes em acompanhamento, 43,9% (25/57) apresentaram o quadro
exantematico durante o primeiro trimestre gestacional, em 26,3% (15/57) e 28% (16/57)
a sintomatologia ocorreu no segundo e terceiro trimestres, respectivamente. Para um caso

em acompanhamento ndo foi possivel obter esta informacéo (1,8%).

O agendamento das consultas foi realizado conforme o periodo gestacional e
recomendacdes clinicas, seguindo padrdo mensal, quinzenal ou semanal, entretanto, a
participacdo das gestantes era voluntaria e assim, nem todas realizaram o protocolo
estabelecido de agendamento, ndo sendo possivel obter um padrdo nas datas de coleta.
Desta forma, nos 57 casos de acompanhamento foi realizada pelo menos uma consulta
apds o quadro exantematico, coincidindo ou ndo com o momento do parto, nas quais era

realizada a coleta de uma amostra sanguinea e/ou urina.

De acordo com o estabelecido para consideracdo de deteccdo prolongada, a partir
da investigacdo molecular nas amostras clinicas coletadas durante o acompanhamento das
gestantes, identificamos a ocorréncia de deteccdo prolongada em 19,3% (11/57). Foram
observados diferentes padrfes, entretanto, o nimero de coletas nos casos de deteccdo
prolongada foi variavel. Em cinco casos foram realizadas trés consultas, em dois duas
consultas e em quatro casos foi realizada apenas uma consulta. Em todas as consultas

procederam-se a coleta de amostras de sangue e/ou urina.

Os padrdes de deteccdo viral prolongada foram divididos em dois grupos (Figura
6): casos com deteccdo prolongada inferior a cem dias a data do inicio dos sintomas (5/11)
e casos com detec¢do prolongada superior a cem dias a data do inicio dos sintomas (6/11).
Entre os casos com padrédo de deteccdo prolongada inferior a cem dias (Figuras 6a), em
dois destes (Caso 4 e Caso 5) a deteccdo ocorreu em apenas amostras de urina, com
periodo de detecgdo entre 12 e 43 dias apds o inicio dos sintomas. Nos trés casos restantes
(Casos 1, 2 e 3), a deteccdo ocorreu em apenas amostras de sangue, com variagcao do
periodo de 50 a 92 dias apds o inicio dos sintomas. Destes casos, a maioria apresentou o
quadro exantematico quando no segundo trimestre gestacional (3/5), um caso no primeiro

€ um caso no terceiro trimestre gestacional.
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Caso 01 29 trimestre 5} 57 134
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Caso 02 29 trimestre .1 921
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Caso 03 12 trimestre 6 30,
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B
Caso 06 29 trimestre .2 114 135
A AC AO
: D 91 147 203
Caso 07 12 trimestre
A A AN 0
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A0 /\m ]
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Caso 10 12 trimestre 3 144 164
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Caso11 12 trimestre 10 110 187...209
A AU AO

Figura 6 Casos Positivos e Acompanhados com deteccdo viral prolongada. A) Casos que
apresentaram deteccdo viral prolongada inferior a cem dias ap6s o inicio dos sintomas. B)
Casos com deteccdo prolongada superior a cem dias do inicio dos sintomas. Triangulos
representam amostras de sangue e quadrados representam amostras urina. Formas
preenchidas significam resultados positivos (Ct < 38,5), Formas vazias significam resultados

negativos (Cr > 38,5).4 — Amostra coletada no momento do parto.

Dos casos em que a detecgdo prolongada foi superior a cem dias a data do inicio
dos sintomas (Figura 6b), quatro encontravam-se no primeiro trimestre gestacional e dois

no segundo trimestre na ocasido da apresentacdo de sintomas. Em trés casos (Caso 7, 8 e



9) a deteccéo foi possivel em amostras de sangue bem como nas amostras de urina, de
forma alternada ou ndo, o periodo de deteccdo foi de 91 e 105 dias para amostras de
sangue e nas amostras de urina foi de 147, 119 e 125 dias ap0s o inicio dos sintomas. Nos
trés casos restantes, foi possivel deteccdo prolongada apenas em amostras de sangue, 0S

intervalos variaram de 114 a 187 dias apés o inicio dos sintomas.

Anadlise considerando o periodo gestacional do quadro exantematico das gestantes
positivas e acompanhadas em relacdo aos casos de detecgdo prolongada do RNA viral
identificados no estudo, demonstrou que a maioria dos casos com perfil de deteccdo
prolongada ocorreram entre as gestantes com sintomatologia no segundo trimestre
gestacional (50%), (Figura 7), embora sem diferenca estatisticamente significativa (p
>0,05). Enquanto o menor indice foi identificado entre o grupo com relato de sintomas

no terceiro trimestre gestacional (12,5%).
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Figura 7. Distribuicdo do nimero de casos ZIKV positivos acompanhados em relacdo ao periodo
gestacional e frequéncia dos casos de deteccdo prolongada. (N=34).

Dos casos de deteccao prolongada o acompanhamento ocorreu até 0 momento do
parto em sete (63,6%), dos quais todos ocorreram dentro do prazo previsto, sem
interrupgdes ou abortos. Também ndo foram descritos casos de aborto/natimorto e, dos
nascidos, a maioria 85,7% (6/7) ndo apresentou nenhum quadro indicativo de
malformacdo. Estes casos seguem em acompanhamento por medicos pediatras, membros

da equipe do projeto, para a avaliagdo de possivel desenvolvimento de anormalidades
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tardias. Entretanto, em um dos casos, denominado caso 10, a SCZ virus foi confirmada.
Neste caso, a gestante apresentou 0 quadro exantemético quando no primeiro trimestre
gestacional e, a amostra sanguinea coletada nesta fase aguda apresentou positividade para
0 RNA viral. Durante processo de acompanhamento, amostra de sangue coletada 144 dias
apos esta fase apresentou positividade para o0 RNA viral. Amostras de sangue e urina
coletadas posteriormente foram negativas pela técnica molecular, bem como amostra
coletada no momento do parto. A gestacdo foi finalizada com aproximadamente 37
semanas, sendo confirmada a microcefalia congénita, no momento do parto foi possivel
realizar a coleta do sangue do corddo para, no entanto, este espécime clinico nao

apresentou positividade para infeccéo por ZIKV.
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6 DISCUSSAO

Este constitui o primeiro estudo prospectivo de investigacdo da ocorréncia da
infeccdo pelo ZIKV, desenvolvido na regido Centro-Oeste, em populacdo de gestantes
notificadas por apresentar quadro exantematico. No estudo as participantes foram
acompanhadas durante a gestacdo, o que levou a identificacdo de padrdes variados de

detecc¢do viral prolongada para o ZIKV em diferentes espécimes clinicos.

A populagdo do estudo foi constituida por 68 gestantes, de 15 a 49 anos, com
quadro exantematico compativel com a infeccdo por ZIKV e notificadas pelo Sistema de
Vigilancia em Saude (SVS). A faixa etaria com o maior percentual de participantes foi de
20-29 anos, o que esta em acordo com o padréo descrito na literatura, em que configura
a faixa etaria mais prevalente na populacdo gestante (Ribeiro et al. 2017). De acordo com
0 MS, a gestacdo em mulheres com idade igual ou superior a 35 anos é caracterizada
como gestacdo tardia, representando um periodo com a maior probabilidade de riscos
gestacionais, e em nosso estudo, este constituiu o grupo de menor representatividade
(MS-Brasil 2012).

No presente estudo foi observado uma taxa de positividade para infeccdo por
ZIKV de 51,5% na populacdo gestante exantematica. Estudos desenvolvidos em
populacdo semelhante considerando o contexto epidemioldgico ainda sdo escassos, sendo
a maioria constituida por relatos de casos, em especifico associados a quadros de
malformacdes como a microcefalia (Araujo et al. 2016, Bocanegra 2016, Bhatnagar et al.
2017, Weilg et al. 2018). Brasil e colaboradores, no ano de 2016, identificaram um indice
de 53% de positividade para infeccdo por ZIKV em uma coorte de gestantes com quadro
exantematico no estado do Rio de Janeiro (Brasil et al. 2016a). Enquanto outros estudos
desenvolvidos mundialmente descreveram indices de 31,1% a 45,5% em populagdo com
suspeita de infeccdo (Brasil et al. 2016b, Pessoa et al. 2016, Lozier et al. 2018).

Ap0s a confirmagéo do primeiro caso autoctone de infecgdo pelo ZIKV no pais, a
portaria 204 do Ministério da Saude de 2016 determinou a notificagcdo compulsoria para
0s casos suspeitos de infeccdo pelo ZIKV (Brasil — Ministério da Sadde 2016). No caso
de gestantes, a notificacdo deve ser realizada no prazo de 24 horas segundo a portaria. A
partir do estabelecido, o ano de 2016 registrou um alto nimero de casos provaveis de

infeccdo pelo ZIKV em todo o pais, com mais de 200 mil casos notificados. No entanto,
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no ano subsequente, foi possivel notar uma queda significativa de cerca de 92% no
namero de casos provaveis (LirAa 2017). Esta reducédo tornou-se ainda mais notavel no
ano de 2018, sendo descrita uma queda de 79% no nimero de casos provaveis da infeccao
em relacdo ao ano de 2017 (Brasil - MS 2017b). Este padrdo de reducdo dos casos
provaveis e notificados também foi observado entre populacéo de gestantes no pais, assim
como nos dados descritos pelo Sistema de Vigilancia no municipio de Goiénia (Goiania
2018, Brasil — Ministério da Saude 2018). Desta forma, desde a introdu¢do do ZIKV, uma
reducdo gradativa no numero de casos de infecces tem sido observada em todo o pais,
no entanto, tal infec¢do ainda permanece como preocupacao relevante para satde publica,

principalmente em populacdo gestante.

Corroborando o cenario observado no pais, no presente estudo foi descrito um
indice de positividade para a infeccdo pelo ZIKV no ano de 2017 significativamente
maior em relacdo ao ano de 2018. Adicionalmente, o segundo trimestre do ano de 2017
apresentou maior indice em relagdo aos demais trimestres do mesmo ano, refletindo o
mesmo perfil observado no pais no periodo correspondente. De acordo com o informe
epidemiolégico do municipio de Goiania, no segundo trimestre do ano de 2017 foram
notificados mais de 900 casos provaveis de infeccdo por ZIKV, sendo considerado o
trimestre de maior relevancia daquele ano (Goiania 2017). Assim, em nossa regido
observamos em gestantes um padréo similar da ocorréncia desta infecc¢do ao descrito para

a populacéo geral.

Considerando a analise da positividade para infec¢cdo por ZIKV em relacdo a faixa
etaria, o estudo observou maior frequéncia em gestantes com 20 a 29 anos, embora ndo
estatisticamente significativo, considerando ser este 0 grupo que apresentou 0 maior
namero de participantes. Neste sentido, nenhuma associacdo pbde ser estabelecida,
considerando ainda este fator ndo ser tratado como interferente ou de risco para a infecgédo
por ZIKV.

No contexto da SCZ descrita, na qual a infeccdo pelo ZIKV pode estar associada
a casos de malformagdes em recém-nascidos em especial, a microcefalia, foi proposto o
acompanhamento das gestantes participantes do estudo, tendo sido estabelecido por meio
de consultas periddicas realizadas em ambulatério instalado em uma maternidade de
referéncia no municipio de Goiania. O acompanhamento foi possivel para 57 casos de
gestantes com quadro exantematico participantes do estudo, para as quais foi realizada

pelo menos uma consulta ap6s o periodo exantemético. A realizacdo desse
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acompanhamento permitiu a identificacdo da ocorréncia de detec¢édo prolongada do RNA
viral em 19,3% das gestantes com quadro de infecgdo, sendo observado diferentes

padrBes considerando a avaliagdo dos espécimes clinicos sangue e/ou urina.

Relatos de deteccdo viral prolongada foram descritos para o ZIKV em diferentes
espéecimes clinicos a partir de investigacdo em individuos sintomaticos. Em amostras de
urina, relatos descreveram a identificagdo do RNA viral por um periodo de 20 a 91 dias
apos o inicio dos sintomas (Gourinat et al. 2015, Nicastri et al. 2016, Zhang et al. 2017,
Paiz-Bailey et al. 2017). Em investigacOes realizadas em amostras de sangue, deteccao
por periodo de 20 dias apds o inicio dos sintomas foram descritas (Gourinat et al. 2015,
Mansuy et al. 2016). Nos espécimes clinicos, saliva e sémen, estudos descreveram
intervalo de deteccdo de 62 a 188 dias nas amostras de sémen e 91 dias para a saliva ap6s
0 inicio dos sintomas (Atkinson et al. 2016, Harrower et al. 2016, Mansuy et al. 2016,
Nicastri et al. 2016, Oliveira Souto et al. 2018).

Na presente investigacdo, nos casos de gestantes com deteccdo viral prolongada
na urina, o periodo de deteccdo variou de 12 a 147 dias apds o inicio dos sintomas ou fase
exantematica. Este dado estd em acordo ao descrito por Terzian e colaboradores (2017),
que relatou deteccdo do RNA viral em amostras de urina de gestantes sintomaticas entre
um a sete meses ap6s o inicio dos sintomas (Terzian et al. 2017). Considerando a
avaliacdo em amostras de sangue, o periodo de detecc¢do viral observado foi de 50 a 187
dias apds o quadro exantematico, periodo superior ao observado na literatura. Estudos
relataram a deteccdo do RNA viral em amostras de sangue de gestantes por até 53 dias
apos o inicio dos sintomas (Meaney-Delman- et al. 2016, Driggers et al. 2016, Suy et al.
2016).

A ocorréncia de deteccdo prolongada do RNA em casos de infec¢do pelo ZIKV,
tem sido discutida na literatura, visando uma melhor compreensdo deste fato. A detec¢édo
prolongada do RNA viral em amostras de sangue foi descrita para outros flavivirus, como
exemplo o virus do WNV, que foi detectado por um periodo de 26 dias em amostras de
sangue de individuos sintomaticos e para o virus da Encefalite Japonesa (JEV - Japanese
encephalitis virus ) foi possivel detectar o RNA viral 26 dias ap0s o inicio dos sintomas
(Busch et al. 2008, Lanteri et al. 2014, Huang 2017) Em outro estudo foi relatado a
presenca do RNA viral do DENV em amostras de semén de um individuo sintomatmatico
por 37 dias apds o inicio dos sintomas (Lalle 2018). Nos casos de detec¢do em amostras

de sémen, estudos relataram a detecgdo do ZIKV no trato reprodutor masculino de
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individuos sintomaticos, em diferentes localidades como: células Sertoli, prostata,
vesiculas seminais, testiculos e epididimo. No entanto, ndo é bem descrito como ocorre a
replicacdo viral nestes casos, porém infere-se que tais células apresentam replicagdo ativa
(Mansuy et al. 2016). Entretanto, tais inferéncias necessitam de estudos adicionais que

permitam melhor avaliacdo e compreenséo dos fatos.

A populacéo gestante constitui um grupo com caracteristicas diferenciais, as quais
tém sido inferidos padrdo ndo comum na patogenia da infec¢do. O contexto da resposta
imunoldgica em gestantes é diferenciado, alteracGes e adaptacBes ocorrem durante a
gestacdo, resultando em uma resposta imunolégica modulada, entretanto este ainda nédo
foi demonstrado como um fator interferente nos casos de viremia prolongada (Pazos et
al. 2012, Kourtis et al. 2014). Relatos demonstraram a detecgdo do RNA viral do ZIKV
em tecidos fetais (tecido cerebral), liqguido amnidtico, corddo umbilical e placenta
provenientes de gestantes com infeccdo pelo ZIKV, com deteccdo da carga viral alta e
replicacdo ativa nestes espécimes (Calvet et al. 2016, Mlakar et al. 2016, Bhatnagar et al.
2017). Em concordéncia com tais relatos, sugere-se que a deteccdo prolongada nesta
populacdo é resultante da replicacdo viral no feto/placenta que, portanto, atua como
reservatorio viral, ocorrendo a transferéncia do material genético viral para circulacao
materna, porém estudos adicionais se fazem necessario para melhor elucidacéo dos fatos
(Meaney-Delman et al. 2016, Driggers et al. 2016, Dudley et al. 2016, Suy et al. 2016).

Nos casos acompanhados, em trés destes observamos uma flutuacdo na
positividade em relacdo as amostras de urina, padrdo também observado em outros
estudos (Nicastri et al. 2016, Terzian et al. 2017). Dudley e colaboradores (2016), com
primata ndo-humanos, demonstraram positividade nas amostras de urina apos o
clearance/depuracéo viral no sangue, também foram detectados picos de positividade em
amostras de sangue ap0s o clearence/depuracdo virus, sendo sugerido que o ZIKV
permanece em certos tecidos por mais tempo em baixas concentracdes, funcionando

como reservatorios.

A infecgéo da placenta pelo ZIKV foi recentemente descrita, demonstrando que
células presentes na placenta, em diferentes periodos gestacionais, sdo susceptiveis e
permissiveis a replicacdo viral (Miner et al. 2016, Sheridan et al. 2017). Adicionalmente,
fator importante tem sido descrito para SCZ, o qual relaciona maiores propensdes de
desenvolvimento de anomalias congénitas em infeccdes que ocorram nos primeiros meses

gestacionais (Besnard et al. 2016, Noronha et al. 2016). Esta proposi¢do tem sido
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sustentada por estudos que relataram que células presentes na placenta primitiva sdo mais
susceptiveis a infeccdo por ZIKV em comparacgdo com as células da placenta em estagios
finais da gestacdo, visto também que grande parte do desenvolvimento fetal,
organogénese, ocorra no inicio gestacional (Noronha et al. 2016, Quicke et al. 2016,
Tabata et al. 2016, Sheridan et al. 2017). Tal infeccdo ocasiona inflamacéo na placenta
em consequéncia dano a barreira placentéria, interferindo no crescimento neuronal
(Besnard et al. 2016, Garcez et al. 2016). Entretanto, este fato ndo impede a possibilidade
de ocorrer anomalias congénitas em infec¢Bes nos ultimos meses gestacionais (Beshard
et al. 2016).

No acompanhamento realizado dos casos positivos para infecgdo do ZIKV e com
padrdes de detecgéo prolongada, obtivemos maior frequéncia no grupo de gestantes com
quadro exantematico quando no primeiro trimestre gestacional, dado que néo apresentou
significancia estatistica. Ainda, em um destes casos, referente a uma gestante de 22 anos
e com o parto ocorrido as 37 semanas de gestacdo, foi confirmada a microcefalia
congénita. Casos relatados na literatura, demonstraram que a microcefalia foi mais
presente em neonatos em que a infeccdo materna ocorreu nos primeiros meses

gestacionais (Driggers et al. 2016, Bhantagnar et al. 2017, Krow-Lucal et al. 2018).

A patogenia da infeccdo congénita ndo esta ainda bem elucidada e outros fatores
ndo associados ao individuo ou ainda as caracteristicas da gestacdo nestes casos tem sido
postulado. Acredita-se que algumas estirpes apresentam maior neuroviruléncia, no estudo
de Cugola e colaboradores (2016), isolado brasileiro (ZIKVbr) em modelos animais,
apresentou maior neuroviruléncia em comparagdo com a estirpe africana (MR766). Em
contraproposta, estudos relatam que mutacGes nos genes codificantes da proteina prM
possam estar relacionados com essa neuroviruléncia (Yuan et al. 2018). Porém para
confirmagdes de tais sugestdes, se faz necessario maiores investigacdes moleculares para

compreensdo de tais lacunas existentes na infecgdo congénita.

As consultas periddicas estabelecidas para as gestantes inclusas no estudo visavam
ndo apenas um acompanhamento clinico destas, mas também uma coleta seriada de
amostras (soro e urina). Entretanto, em muitos casos a resisténcia de gestantes ou mesmo
dificuldades particulares das mesmas impossibilitou o comparecimento de forma
sequencial. Desta forma, esta constituiu a principal limitacdo deste estudo, por ter
resultado em consultas com intervalos irregulares que interferiram nos periodos de coleta

de amostras dificultando assim, a avaliagdo dos dados de deteccdo prolongada.
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Este estudo consiste na primeira investigacao de infeccdo pelo ZIKV em gestantes
notificadas com quadro exanteméatico no municipio de Goiania-Goias, demonstrando a
ocorréncia de deteccdo viral prolongada em nimero relevante de casos. Investigacoes
neste contexto constituem importante contribuicdo para uma melhor compreensao dos
fatores possivelmente associados a SCZ e vigilancia epidemioldgica de tal agente

etioldgico.
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7 CONCLUSOES

» Foi observado um indice de positividade de 51,5% para infeccéo pelo ZIKV na
populagdo gestante com quadro exantematico e notificadas no municipio de
Goiania-Goiés. A taxa de positividade observada no ano de 2017 foi maior em
relacdo ao ano de 2018. Ainda, 0 segundo trimestre deste ano também apresentou

a maior frequéncia de positividade, resultados estatisticamente significativos;

» A detecgdo viral prolongada foi observada em 19,3% das gestantes

acompanhadas;

» O periodo de deteccdo viral prolongada nas amostras de urinas das gestantes
acompanhadas variou de 12 a 147 dias ap0s 0 quadro exantematico. E nas
amostras de sangue a detec¢do prolongada ocorreu até 187 dias apds o inicio dos

sintomas;

» Das gestantes acompanhadas positivas que apresentaram a detec¢do prolongada
a maior parte apresentou os sintomas quando no primeiro e segundo trimestre
gestacional. A Sindrome Congénita do ZIKV foi observada no caso de detec¢ao
prolongada do RNA-viral em amostra de sangue por 144 dias e caracterizada por

um quadro exantematico ocorrido no primeiro trimestre gestacional.
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Titule da Pesquisa: Aspectos Epil:_lemiulégicus-. clinicos, virologicos e imunolégicos da infecpdo pelo Zika
virus em Goias.

Pesquisador: Marilia Dalva Turchi

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: §4534017.7.0000.5083

Instituigao Proponenite: Universidade Federal de Goias - UFG

Patrocinador Principal: Financiamento Propria

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.057.434

Apresentagdo do Projeto:

A presente proposta de pesquisa estd estruturada em dois subprojetos direcionados para a investigagéo dos
sspectos clinico-epidemiologicos, virologicos & de imunidade humoral relacionados com a infecgdo pelo Zika
virus (ZIKV) em Goids, & saber:

Subprojete 1: Risco de ocorréncia de sindrome de zika Congénita e caracterizagdo do zika virus em
gestantas, no Estado de Goias.

Subprojeto 2: Investigapdo gendmice e protedmica do virus zika em éres com co- circulagdo de arbowvitus.

Objetivo da Pesquisa:

Subprojeto 1:Estimar o risco de desfechos desfavoréveis na gestagdo e de alterapdes congénitas nos
conceptos de gestantes expostas ac Zika virus {ZIKV).

Subprojeto 2: Investiger o perfil genémiceo, filedindmico e protedmico do virus ziks isolado a partir de
smostras bioldgicas de pacientes atendidos em unidades da salde, caracterizedas como unidades de

vigildncia sentinela para arboviroses, em Goignia, Goids

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

e scordo com os pesquisadeoras, no subprojeto 1 os procedimentos preconizados fazem parfe
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das recomandapbas do Minlstéric da Salde para disgnéstico & acompanhaments de gestantas & recém-
nascidos com suspeits de infecgdo pele ZIKY & ndo trazem riscos a8 gestantes & seus conceptos. As
gestantes serio orleniades sobre todos os procedimentos propostos, de forma & minimizer polenciais riscos
B relacionades com strass amocional, Poderd coarraer aventual risco de hematomas (manchas roxas) am
local da punpilo pars coleta da sangue., mas (sso este destacads no projeto. O questiondric nio envolve
perguntas que possam causar constrangimento a parficipantes. Sub projeto 2: Eventusl risco de hamatomas
{manchas roxas) em local de pungiio para colets de sangue, o que tambdm asta destacado no projete.
Quanto sos beneficios:

Subprojeto 1. Além dos cuidados preconizedos na roline de stendimento, as gesiantes & os conceptos
raceberio cuidados adicionais relacionades as visitas periddioas & exames complemaentares, Os
participanies receberiio orlantagies & explicagles sdicionais scbra infacgio pale Zike virus & suas
repercussées. Os participanies seriio orientades por profissionais de sadde, devidamente preparados pars
#3sa finnlicdade. Os participantes também recaberio lodos o8 resultades dos seus exames, juniaments com
onentagies aspecificas Subprojele 2, Invastigapic seri realizada dentro do contextc de vigilinela virldglea,
O3 examas |laboratoriais & sarem raalizedos pela presents proposts, referentas & invastigagic molecular dos
wrbovirus pesquisados representard um retorno pritico & direle sos drglos de gastiic & em especial &
populagic dirstaments afatada, por mele da entregs dos resultados obtides

Comentirios ¢ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Tratn-2& da urn asfudo que vise investigar oa aspectos apidemiolégicas, clinieos, virolégioos & imunaldgicos
da infecpiio palo virus zike em Golds, o qual esta subdividido em dois estudos (subprodutos),

Mo subprojeto 1 seric analisadas, de forma retrospective & prospective, gestantes com dosnga
axantemitics sugestiva de Infecgiic pelo ZIKY, identificadss a partir das notlficaplas pars a Secrataria
Municipal de Goifinia (SME) & Secretaris de Estado da Sadde de Golds (2ES). Amostra estimada em 1,000
gestantes com dosngs exantemitics durante a gestaglio

Pericde pars Inclusiic serd: a) retrospective: [anairo de 2018 » margo da 2017, b) prospective: abril da 2017
o fevareiro de 2019,

As participanies seriio scompanhades desde o sparecimento do guadre exantemaitico até o final dae
gastagio (mbortamente ou parte). O8 recém-nascidos da mulhares participantes do astude seric
meompanhados até o final da periede nesnatel (28 diss de vida). As gasiantes serio scompanhadas nos
sarvigos de sadde onde realizarem o pré-natal de rofine. Colata de dades & de material bioldgles (sangua,
uring & saliva) fora dos pariodes previstos das consultas de pri-natal,
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seréo realizadas no domicilio da gestante, Colets de dados & de material biclégico da participante e do
concepto serdo coletados nos hospitsis/matemidades onde ocorrer o parto ou abortamento,
Seguimento & coleta de dados & de material biclégice ccorrera durante o periodo gestacionsl. As
participanies responderam & um questionario sobre a condigdo sdoio demogréfice e caracteristicas da
infecgéo & serd reslizada pelo menos duas ultrassonogrefias. Com relagéo ao concepto, logo apds o
nasciments serdo coletados dados clinicos e amosiras de sangue de corddo, sangue periférico e
fragmentos de placenta. Qusndo houver indicag8o clinica, serd realizada coleta de liguor cefalorraquidianc.
Sera realizado ultrassom (US) transfontanzla para todos os RM e tomografia de eréinio (TC) ou Ressondncia
KMagnética (RM) para os RM que spresentarem alteragdes neuroldgicas. Fetos ou natimortos serdo
coletados fragmentos de visceras.

Para o grupe de gestantes com doenga exantematica notificadas entre janeiro de 2016 & margo de 2017
(coorte retrospectiva)l serdo ulilizados dados secundérios (SINAN, SINASC e revisdo de prontudrios &
entrevistas).

O TCLE ests adequade, bem estruturado & contempla todos os itens das diretrizes &ticas, A recomendagso
dé que o TCLE & TALE estivessem am papel timbrada fioi stendida.

O subprojeto 2 evalisra perticipantes com suspeita clinica de infecgdo pelo virus Zika (guadro exantematics
aguds), atendidos em unidades da rede publica de salde do municipio de Goidnia, Goigs. SerSo induidos
participantes da demanda espontdnea de unidades de salde, considersdas como unidades de vigildncia
sentingla pela SMS, atendidos entre abril de 2017 a junho de 2020. Os participantes serdo atendides na
rotina dos servigos de sadde & em consonéncia com as direfrizes & protocolos do Ministério da Salde e da
SMS de Goidnia. O preenchimento da ficha de notificacdofinvestigagio serd feito por profissional de salde
da unidade notificadora. Este subprojeto &i uma parceria estabelecida por meio de um Termo de
Cooperagdo Técnica entre & Secretaria Municipal de Salde de Goidnia, Goids & o Instituto de Patologia
Tropical e Sadde Plklica da Universidade Federal de Goids, Por se tratar de um estudo desenvaolvido em
cooperagdo com & Secretaria Municipal de Sadde, o pesquisador solicita a dispensa do uso do TCLE, uma
wez que as amostras a serem coletadas refarem-se a pacientes atendides na roting dos servigos de sadde,
selecionados como unidades de vigildncia sentinela para arbowvirus (Dengue, Chikungunya ou Zika). Sendo
sssim, os exames laboratoriais & serem realizados pela presente proposta, referentes & investigagdo
molecular dos arbovirus pesquisadas, constitui uma solicitagio da SMS & representard um retorno pratico e
direto sos drgdos de gestdo e em especial & populagdo diretamente afetads. por meio da entregs dos
resultados obtidos, O recrutamento das paricipantes sera realizado em diversas unidades de salde, entre
elas o Hospital Matemo Infantil, cuja anuéncia sera enviads
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posteriormente. segundo & pesquisadora responsavel. Para as demais Instituicdes, os termas de anuéncia

foram apresentados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Todos os termos necessarios a spreciagdo ética foram apresentados, conforme anexo.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocole APROVADD, o

mesmo foi considerado em acordo com os principios aticos vigentes., Reiteramos a importéncia deste

Parecer Consubstanciado, & lembramos que ofa) pesquisador(a) responsével devera encaminhar a0 CEP-

UFG o Relatdrio Final basesdo na conclusio do estudo & na incidéncia de publicacdes decorentes deste,

de scordo com o dispesto na Resolugdo CME n. 486/12. O prazo para entrega do Relatdrio & de até 20 dias

apds o encerraments da pesquisa, prevista pars dazembro 2021.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Fostagem Autor Eiuagé'n

Cutros Termo_Anuencia_ HMI.pdf ZB/03/2017 | Jodo Batista de Acsito
17:28:40 | Souza

Informacdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 24/03/2017 Aceito

do Projeto ROJETO B53158.pdf 14:50:51

Outros Carta_stendimente_pendencias. pdf 24/03/2017 |Fabiola Souza Acsito
14:50:23 | Fiaccador

TCLE / Termos de | TCLE_maior1® Subprojetol_Versac2.p| 24/03/2017 |Fabicla Souza Aceito

Assentimento | df 14:48:18 Fiaccadon

Justificativa de

Ausénciz

TCLE / Termos de  |TALE_menor12_Subprojetol_‘Versao2.p| 24/03/2017 |Fabiola Souza Aceito

Assentimento | df 14:48:03 | Fiaccadon

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_Responsavel_Subprojetol_Versa| 24/03/2017 |Fabiola Souza Acsito

Assentimento / o pdf 14:483:20 |Fiaccadon

Justificativa da

Ausénciz

Declaragdo de Termo_Compromisso.pdf 0B/02/2017 |Fabiola Souza Acsito

Pesquissdores 09:23:55 | Fiaccadon
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Declaracsdo da Tarmodnuencia_MMNC. pdf 03/02/2017 |Marilia Dalva Turchi Acaito
Imstituigac & 11:08:20
| infraesinturs
Declaracdo de Termoanuencia_HMDI. pdf 03/02/2017 |Marilia Dalva Turchi Aceito
Instituicac & 11:08:07
| Infraesindurs
DEdaraEin de Termodnuencia_SkS. pdf 030212017 |Marilia Dalva Turchi Acaito
Imstituigao & 11:083:53
infraesinifurs
DE:ﬂumEﬁu de Cooperacac_SMSelUF G pdf 03/02/2017 |Marilia Dalva Turchi Aceito
Imstituigac e 11:08:24
Qutros Declaracan_Subprojeta’l. pdf 03022017 |Marilia Dalva Turchi Aceito
110741
Qutros Questionano_Subprojeta . pdf 03/02/2017 |Marilia Dalva Turchi Acaito
11:08:40
TCLE / Termos da  |Justificative_DispensaTCLE_Subprojeto | 03/02/2017 |Marilia Dalva Turchi Aceito
Assentimeanto ! 2. pdf 11:05:14
Justificatrva da
Auséncia
Projeto Detalhada /| Projeto. pdf 03/02/2017 | Marilia Dalva Turchi Aceito
Brochura 10217
igador
Falha de Rosto Falha_Rosto.pdf 03/02/2017 |Marilia Dalva Turchi Aceito
11:01:48
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Méa
GOIANLA, 25 de Margo de 2017
Assinado por:
Jodo Batista de Souza
{Coordenadar)
Enderafo: Pradoda Reitona Tarmen Cx Postal 131
Balrmo:  Campus Samambala CEP: 700107
UF: Go Municiplo:  GOIAMIA
TelaTane: &2ia621-11148 Fax: (E2)3521-1163 E-mall: cap prpl ulgiigmall com
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Anexo 2 - TCLE — Termo de Conssentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa: coorte de gestantes com exantema

Vocé estd sendo convidada a participar, como voluntaria, da pesquisa
intitulada “Risco de ocorréncia da sindrome de zika Congénita e caracterizacao
do zika virus em gestantes, no estado de Goias”. Meu nome é Marilia Dalva
Tuchi, sou médica e pesquisadora responsavel, minha area de atuacdo € em
doencas infecciosas. ApGs receber os esclarecimentos e as informacfes a
seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento,
gue esta impresso em duas vias, sendo que uma delas € sua e a outra pertence
a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na participacéo
vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Mas se aceitar participar, as davidas
sobre a pesquisa poderao ser esclarecidas, via e-mail
pesquisa.gestantes@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através do
seguinte contato telefénico (62) 3209-6122. Ao persistirem as duvidas sobre 0s
seus direitos como participante desta pesquisa, vocé também podera fazer
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias,
pelo telefone (62)3521-1215.

1. Informagdes sobre a Pesquisa:
Essa pesquisa tem por objetivo investigar as consequéncias da infeccdo pelo Zika

virus durante a gestacdo e o risco de desenvolvido de malformagfes congénitas, nos

recém-nascidos.

O Zika virus € habitualmente transmitido pela picada de um mosquito. O
mesmo mosquito que transmite dengue e chikungunya. Os sintomas mais comuns
da infec¢éo pelo Zika virus séo febre, manchas no corpo, dor no corpo, dor nas
juntas e olhos avermelhados, mas a maioria das pessoas nao apresentam nenhum
sintoma. Quando a infec¢ao pelo Zika virus acontece durante a gestagao a crianca

tem risco de nascer com alguns problemas de saude, incluindo microcefalia. A
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microcefalia significa que a cabeca do recém-nascido é menor do que a de outros

da mesma idade e sexo.

Procedimentos:

Ao participar dessa pesquisa, nesse primeiro momento, vocé vai precisar
responder a um questionario com perguntas sobre essa gravidez, medicamentos
gue usou durante esse periodo, as condicdes em que VOcé vive, caracteristicas
do exantema (manchas vermelhas) no corpo, ou outros problemas de saude que

VOCEé tem ou teve.

Vai ser necessario coletar sangue de sua veia e urina para fazer o exame
do virus Zika e outros virus transmitidos por mosquitos. O exame de sangue vai
ser feito usando agulha e tubo de coleta descartaveis. Serdo coletados 20 ml
(que corresponde a duas colheres de sopa) de sangue. Esse procedimento pode
causar um leve desconforto, como dor no local da puncao, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada (hematoma).
Sera coletado 20 ml de urina em recipiente estéril, quando do inicio da sua
participacdo no estudo. A coleta de urina ndo causa nenhuma dor ou
desconforto.

Sera realizado exame de ultrassonografia abdominal. Esse exame faz
parte do acompanhamento rotineiro do pré-natal de gestantes. Sé&o
recomendadas duas ultrassonografias, uma no inicio e outra no final da gravidez.
Caso ainda nao tenham sido realizadas, serdo providenciadas pela pesquisa.

Vocé fara as suas consultas habituais na rotina do seu pré-natal. Adicionalmente,
a partir da primeira entrevista, uma vez a cada trés meses e no final da gestacéo, vocé sera
procurada pela equipe de pesquisa para responder alguns questdes sobre a evolugédo da
gestacdo, sobre medicamentos que usou, sobre problemas de salde que vocé teve e sobre

0 parto e o recém-nascido.

O parto e o atendimento do seu bebé serao feitos na rotina dos servigos
de saude. ApoOs o parto, sera realizado um exame de ultrassonografia e exame

de tomografia da cabeca do seu bebé. Também serd necessario coletar 2ml
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sangue e 2ml de urina do bebé nas primeiras 24h de vida. A coleta de sangue
pode causar um desconforto, como dor no local da puncgéao, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada (hematoma). A
coleta de wurina pode causar um pequeno desconforto local. Esses
procedimentos fazem parte das recomendacfes do Ministério da Saude para

acompanhamento dos recém-nascidos de mées com suspeita de zika.

Ao patrticipar da pesquisa, vocé tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer duvida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa;

2. De retirar 0 seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e
isso ndo vai implicar em prejuizo de qualguer natureza para sua pessoa, seu bebé ou seus
familiares.

3. Da seguranca que vocé e seu bebé ndo serdo identificados de nenhuma forma e
garantindo a sua privacidade.

4. De que a sua participacdo na pesquisa € realizada de forma voluntéria, ou seja, ndo
havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com perguntas
feitas de modo a néo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De saber os resultados dos exames feitos na amostra de urina e sangue da senhora. Os
resultados desses exames serdo entregues pessoalmente e ndo serdo passados para outras
pessoas. Caso 0 exame indique que vocé ja teve Zika ou outra infeccdo viral, um dos
membros da equipe de pesquisadores ou um dos profissionais de saude do servico
fornecera orientacGes sobre os resultados dos exames e as formas de prevenir uma nova
infeccdo.

8. De ter garantido que, caso vocé seja diagnosticada com outras doencas ou agravos no
momento da pesquisa, vocé sera encaminhada para o0s servi¢os especializados.

9. De pleitear indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa

Finalmente, solicitamos sua autorizacdo para que o questionario respondido por
vocé passe a fazer parte do banco de dados da pesquisa e que amostras bioldgicas possam
ser estocadas no banco de amostras, sob a nossa guarda e que possam ser utilizadas em
estudos de pesquisa médica ou educacional futuros, respeitando as mesmas garantias
acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizacdo de seu material
biolégico armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar
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[ 1 Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem
necessidade de novo consentimento.

Se vocé concordar em participar desse estudo, pedimos que assine este
documento, em duas vias, sendo uma delas de sua propriedade, afirmando que entendeu

as explicacdes e que esta de acordo.

] R , inscrito(a)
SOD O RG OU CPF ... , abaixo assinado, concordo em participar
do estudo acima descrito. Informo ter mais de 18 anos de idade, e destaco que minha
participagdo nesta pesquisa é de carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informada e
esclarecida, pela pesquisadora responsavel
................................................................................... , sobre a pesquisa, 0s procedimentos
e métodos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que

concordo com a minha participacdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, ........ (o[ de ..o

Assinatura por extenso do(a) participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsavel

TCLE —Termo de Conssentimento Livre e Esclarecido - Menores de
18 anos.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: coorte de gestantes com exantema

A menor, pela qual vocé é responsavel, esta sendo convidada a participar

como voluntaria, da pesquisa intitulada “Risco de ocorréncia da sindrome de zika
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Congénita e caracterizacado do zika virus em gestantes, no estado de Goias”.
Meu nome é Marilia Dalva Tuchi, sou médica e pesquisadora responsavel, minha
area de atuacao € em doencas infecciosas. Apds receber os esclarecimentos e
as informacdes a seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua
e a outra pertence a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de
recusa na participacdo vocé ndo sera penalizada de forma alguma. Mas se
aceitar participar, as duvidas sobre a pesquisa poderao ser esclarecidas, via e-
mail pesquisa.gestantes@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através
do seguinte contato telefénico (62) 3209-6122. Ao persistirem as duvidas sobre
0s seus direitos como participante desta pesquisa, vocé também podera fazer
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias,
pelo telefone (62)3521-1215.

1. Informagdes sobre a Pesquisa:
Essa pesquisa tem por objetivo investigar as consequéncias da infeccdo pelo Zika

virus durante a gestacdo e o risco de desenvolvido de malformagfes congénitas, nos

recém-nascidos.

O Zika virus € habitualmente transmitido pela picada de um mosquito. O
mesmo mosquito que transmite dengue e chikungunya. Os sintomas mais comuns
da infeccéo pelo Zika virus sdo febre, manchas no corpo, dor no corpo, dor nas
juntas e olhos avermelhados, mas a maioria das pessoas nao apresentam nenhum
sintoma. Quando a infec¢ao pelo Zika virus acontece durante a gestacao a crianca
tem risco de nascer com alguns problemas de saulde, incluindo microcefalia. A
microcefalia significa que a cabeca do recém-nascido € menor do que a de outros

da mesma idade e sexo.

Procedimentos:

Ao patrticipar dessa pesquisa, hesse primeiro momento, vocé vai precisar
responder a um questionario com perguntas sobre essa gravidez, medicamentos

que usou durante esse periodo, as condigcbes em que vocé vive, caracteristicas
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do exantema (manchas vermelhas) no corpo, ou outros problemas de saude que

VOCé tem ou teve.

Vai ser necessario coletar sangue de sua veia e urina para fazer o exame
do virus Zika e outros virus transmitidos pelo mosquito. O exame de sangue vai
ser feito usando agulha e tubo de coleta descartaveis. Serédo coletados 20 ml
(que corresponde a duas colheres de sopa) de sangue. Esse procedimento pode
causar um leve desconforto, como dor no local da puncéo, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada (hematoma).
Sera coletado 20 ml de urina em recipiente estéril, quando do inicio da sua
participagdo no estudo. A coleta de urina ndo causa nenhuma dor ou

desconforto.

Sera realizado exame de ultrassonografia abdominal. Esse exame faz
parte do acompanhamento rotineiro do pré-natal de gestantes. Sé&o
recomendadas duas ultrassonografias, uma no inicio e outra no final da gravidez.
Caso ainda nao tenham sido realizadas, serdo providenciadas pela pesquisa.

Vocé fard as suas consultas habituais na rotina do seu pré-natal. Adicionalmente,
a partir da primeira entrevista, uma vez a cada trés meses e no final da gestacao, vocé sera
procurada pela equipe de pesquisa para responder alguns questfes sobre a evolucdo da
gestacdo, sobre medicamentos que usou, sobre problemas de salde que vocé teve e sobre

0 parto e o recém-nascido.

O parto e o atendimento do seu bebé serao feitos na rotina dos servicos
de saude. Apdés o parto, sera realizado um exame de ultrassonografia e exame
de tomografia da cabeca do seu bebé. Também sera necessario coletar 2ml
sangue e 2ml de urina do bebé nas primeiras 24h de vida. A coleta de sangue
pode causar um desconforto, como dor no local da puncgao, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada (hematoma). A
coleta de wurina pode causar um pequeno desconforto local. Esses
procedimentos fazem parte das recomendac¢fes do Ministério da Saude para

acompanhamento dos recém-nascidos de mées com suspeita de zika.
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Ao participar da pesquisa, vocé tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer ddvida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa;

2. De retirar 0 seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e
isso ndo vai implicar em prejuizo de qualguer natureza para sua pessoa, seu bebé ou seus
familiares.

3. Da seguranca que vocé e seu bebé ndo serdo identificados de nenhuma forma e
garantindo a sua privacidade.

4. De que a sua participacdo na pesquisa € realizada de forma voluntéria, ou seja, ndo
havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com perguntas
feitas de modo a néo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De saber os resultados dos exames feitos na amostra de urina e sangue da senhora. Os
resultados desses exames serdo entregues pessoalmente e ndo serdo passados para outras
pessoas. Caso 0 exame indique que vocé ja teve Zika ou outra infeccdo viral, um dos
membros da equipe de pesquisadores ou um dos profissionais de saude do servico
fornecera orientacGes sobre os resultados dos exames e as formas de prevenir uma nova
infeccdo.

8. De ter garantido que, caso vocé seja diagnosticada com outras doencas ou agravos no
momento da pesquisa, vocé sera encaminhada para os servicos especializados.

9. De pleitear indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa

Finalmente, solicitamos sua autorizacdo para que o questionario respondido por
vocé passe a fazer parte do banco de dados da pesquisa e que amostras bioldgicas possam
ser estocadas no banco de amostras, sob a nossa guarda e que possam ser utilizadas em
estudos de pesquisa médica ou educacional futuros, respeitando as mesmas garantias
acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizacdo de seu material
biolégico armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar

[ ] Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem

necessidade de novo consentimento.

Consentimento do responsavel pela gestante participante da pesquisa

L PSSP , inscrito(a)
SODORG OUCPF ..o , responsavel pela gestante participantes da
PESOUISA  tvvieiieeiee sttt ettt ettt et e st e et e e et e e e e re e e s , abaixo assinado,

autorizo a sua participacdo na pesquisa acima descrita. Fui, ainda, devidamente

informados(a) e esclarecido (@), pela pesquisadora responsavel
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................................................................................... , sobre a pesquisa, 0s procedimentos
e métodos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que

concordo com a minha participacdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, ........ € e de ..o

Assinatura por extenso do responsével pela gestante participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsavel
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Anexo 3 —-TALE —Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa: coorte de gestantes com exantema

Vocé estd sendo convidada a participar, como voluntaria, da pesquisa
intitulada “Risco de ocorréncia da sindrome de zika Congénita e caracterizacao
do zika virus em gestantes, no estado de Goias”. Meu nome é Marilia Dalva
Tuchi, sou médica e pesquisadora responsavel, minha area de atuacdo € em
doencas infecciosas. ApGs receber os esclarecimentos e as informacfes a
seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento,
gue esta impresso em duas vias, sendo que uma delas € sua e a outra pertence
a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na participacao
vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Mas se aceitar participar, as davidas
sobre a pesquisa poderao ser esclarecidas, via e-mail
pesquisa.gestantes@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através do
seguinte contato telefénico (62) 3209-6122. Ao persistirem as duvidas sobre 0s
seus direitos como participante desta pesquisa, vocé também podera fazer
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias,
pelo telefone (62)3521-1215.

1. Informagdes sobre a Pesquisa:
Essa pesquisa tem por objetivo investigar as consequéncias da infeccdo pelo Zika

virus durante a gestacdo e o risco de desenvolvido de malformacbes congénitas, nos

recém-nascidos.

O Zika virus € habitualmente transmitido pela picada de um mosquito. O
mesmo mosquito que transmite dengue e chikungunya. Os sintomas mais comuns
da infec¢éo pelo Zika virus séo febre, manchas no corpo, dor no corpo, dor nas
juntas e olhos avermelhados, mas a maioria das pessoas nao apresentam nenhum
sintoma. Quando a infec¢ao pelo Zika virus acontece durante a gestagao a crianca

tem risco de nascer com alguns problemas de saude, incluindo microcefalia. A
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microcefalia significa que a cabeca do recém-nascido é menor do que a de outros

da mesma idade e sexo.

Procedimentos:

Ao participar dessa pesquisa, nesse primeiro momento, vocé vai precisar
responder a um questionério com perguntas sobre essa gravidez, medicamentos
gue usou durante esse periodo, as condicdes em que VOcé vive, caracteristicas
do exantema (manchas vermelhas) no corpo, ou outros problemas de saude que

VOCEé tem ou teve.

Vai ser necessario coletar sangue de sua veia e urina para fazer o exame
do virus Zika e outros virus transmitidos por mosquitos. O exame de sangue vai
ser feito usando agulha e tubo de coleta descartaveis. Serdo coletados 20 ml
(que corresponde a duas colheres de sopa) de sangue. Esse procedimento pode
causar um leve desconforto, como dor no local da puncao, e, raramente, pode
levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada (hematoma).
Sera coletado 20 ml de urina em recipiente estéril, quando do inicio da sua
participacdo no estudo. A coleta de urina ndo causa nenhuma dor ou

desconforto.

Sera realizado exame de ultrassonografia abdominal. Esse exame faz
parte do acompanhamento rotineiro do pré-natal de gestantes. Sé&o
recomendadas duas ultrassonografias, uma no inicio e outra no final da gravidez.
Caso ainda néo tenham sido realizadas, serao providenciadas pela pesquisa.

Vocé fara as suas consultas habituais na rotina do seu pré-natal. Adicionalmente,
a partir da primeira entrevista, uma vez a cada trés meses e no final da gestacao, vocé sera
procurada pela equipe de pesquisa para responder alguns questfes sobre a evolucdo da
gestacdo, sobre medicamentos que usou, sobre problemas de salde que vocé teve e sobre
0 parto e o recém-nascido.

O parto e o atendimento do seu bebé serdo feitos na rotina dos servigos de saude.
Apos o parto, sera realizado um exame de ultrassonografia e exame de tomografia da

cabeca do seu bebé. Também serd necessario coletar 2ml sangue e 2ml de urina do bebé
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nas primeiras 24h de vida. A coleta de sangue pode causar um desconforto, como dor no
local da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor
da picada (hematoma). A coleta de urina pode causar um pequeno desconforto local.
Esses procedimentos fazem parte das recomendaces do Ministério da Salde para

acompanhamento dos recém-nascidos de maes com suspeita de zika.

Ao patrticipar da pesquisa, vocé tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer duvida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa;

2. De retirar 0 seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e
isso ndo vai implicar em prejuizo de qualquer natureza para sua pessoa, seu bebé ou seus
familiares.

3. Da seguranca que vocé e seu bebé ndo serdo identificados de nenhuma forma e
garantindo a sua privacidade.

4. De que a sua participacdo na pesquisa é realizada de forma voluntéria, ou seja, ndo
havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com perguntas
feitas de modo a ndo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De saber os resultados dos exames feitos na amostra de urina e sangue da senhora. Os
resultados desses exames serdo entregues pessoalmente e ndo serdo passados para outras
pessoas. Caso 0 exame indique que vocé ja teve Zika ou outra infec¢do viral, um dos
membros da equipe de pesquisadores ou um dos profissionais de salde do servico
fornecera orientac6es sobre os resultados dos exames e as formas de prevenir uma nova
infeccao.

8. De ter garantido que, caso vocé seja diagnosticada com outras doencas ou agravos no
momento da pesquisa, vocé serd encaminhada para os servicos especializados.

9. De pleitear indenizacao diante de eventuais danos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa

Finalmente, solicitamos sua autorizacdo para que o questionario respondido por
vocé passe a fazer parte do banco de dados da pesquisa e que amostras bioldgicas possam
ser estocadas no banco de amostras, sob a nossa guarda e que possam ser utilizadas em
estudos de pesquisa médica ou educacional futuros, respeitando as mesmas garantias
acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizacdo de seu material
biolégico armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar
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[ 1 Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem
necessidade de novo consentimento.

Se vocé concordar em participar desse estudo, pedimos que assine este
documento, em duas vias, sendo uma delas de sua propriedade, afirmando que entendeu

as explicacdes e que esta de acordo.

B, e e e e , Inscrita sob
O0RG OUCPF ..coiiieeeeeccceee e , abaixo assinado, concordo em participar do
estudo acima descrito. Informo ter entre 15 e 18 anos de idade, e destaco que minha
participagdo nesta pesquisa é de carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informada e
esclarecida, pela pesquisadora responsavel
................................................................................... , sobre a pesquisa, os procedimentos
e métodos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que

concordo com a minha participacdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, ........ (0[S de ..o

Assinatura por extenso do(a) participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsavel
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