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RESUMO

Anticorpos antidengue materno transferidos tém sido implicados na imunopatogénese da
dengue grave em lactentes. Postula-se que esses anticorpos possuam um papel distinto durante
0s primeiros anos de vida: ao nascimento, anticorpos antidengue materno adquiridos conferem
protecdo, e em seguida declinam a niveis subneutralizantes capazes de facilitar a infecgéo pelo
virus dengue (DENV) mediante o mecanismo de ADE (Antibody dependent enhancement),
aumentando o risco de ocorréncia das formas graves da dengue. Estudos prospectivos
conduzidos em lactentes Asiaticos tém mostrado que o pico de anticorpos materno adquiridos
com a capacidade de mediar aumento da infeccdo pelo DENV ocorre entre 0 sexto € 0 nono
més de vida, o que correlaciona com a epidemiologia da dengue grave em lactentes dessa
regido. Esta tese descreve o perfil de imunidade materna antidengue e a transferéncia
placentaria de anticorpos dengue-especificos em pares mae-corddo recrutados em um estudo
de coorte prospectivo conduzido na cidade do Recife, Nordeste do Brasil. Adicionalmente,
esse trabalho analisa o papel dos niveis de 1gG total maternos e da imunidade antidengue
materna na transferéncia de anticorpos ao feto. Na coorte de lactentes, a tese avalia a cinética
de declinio dos anticorpos antidengue materno-transferidos e sua capacidade de mediar ADE
durante os primeiros anos de vida. Niveis de 1gG DENV-especifico e de anticorpos
neutralizantes sorotipo especificos (DENV1-4) foram determinados em 376 pares mae-
corddo. A cinética de anticorpos materno transferidos neutralizantes e/ou mediadores de ADE
foi investigada em uma subamostra das criancas inseridas na coorte. A maior parte das
gestantes apresentava imunidade ao sorotipo DENV-3 (53,7%) ou a combinacdo DENV-3/
DENV-4 (30,6%). Niveis de 1gG DENV-especifico e de anticorpos neutralizantes para 0s
sorotipos DENV-3 e DENV-4 foram significativamente maiores nas amostras do cordao
umbilical do que nas respectivas amostras maternas. Maes imunes a apenas um sorotipo do
virus transferiram maiores niveis de 1gG DENV-especifico (p=0,02) e de anticorpos
neutralizantes para 0 DENV-3 (p=0,04) quando comparado a mdes imunes a mdltiplos
sorotipos do DENV. Niveis de anticorpos materno transferidos para o DENV-3 foram
indetectaveis em >90% das criancas aos 4 meses de idade. O pico de atividade ADE foi
detectado no segundo més de vida (p<0,0001) e rapidamente declinou no quarto més de vida
(p=0,0035). Diferente do observado em lactentes asiaticas, o pico de atividade ADE mediado
pelos anticorpos maternos transferidos ocorreu mais nos lactentes Brasileiros. Esses
resultados possuem importantes implicacfes para a imunopatogénese da dengue durante a
infancia e para o estabelecimento de futuros esquemas vacinais antidengue nos primeiros anos
de vida.

Palavras-chave: dengue, epidemiologia, imunologia, coorte, lactentes.
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ABSTRACT

Maternal-fetal transferred Dengue virus (DENV)-specific antibodies have been implicated in
the immunopathogenesis of dengue during infancy. These antibodies play a dual role in
infants during the first year of life: first, maternally-acquired antibodies confer protection at
birth, and then decline to a lower level capable of enhance DENV infection through the
mechanism of ADE (antibody-dependent enhancement), increasing the chance of
development of severe dengue. Prospective studies conducted in Asian infants have provided
evidence that the peak of enhancing activity by maternally transferred dengue antibodies
occurs between 6th to 9th month of age, which correlates with the age-related epidemiology
of the dengue severe cases in this region. This thesis describes the placental transfer of
dengue-specific antibodies in mother-cord pairs enrolled in a prospective cohort study carried
out in the city of Recife, Northeast Brazil. Moreover, we analyze the role of maternal total
IgG levels and dengue immunity in the transference of dengue-specific antibodies to the fetus.
In the cohort of children, we determine the kinetics of Enhancing Activity (EA) by maternally
acquired dengue antibodies during their first year of life. DENV-specific IgG and serotype-
specific (DENV1-4) neutralizing antibody (Nab) levels were assessed in 376 mother-cord
paired samples. The kinetics of Enhancing Activity (EA) by maternally acquired dengue
antibodies was determined in serum samples from children enrolled in the cohort. Mothers
were mostly immune to DENV-3 (53.7%) alone or combined with DENV-4 (30.6%). Levels
of DENV-specific 1gG, DENV-3 and DENV-4 antibodies were significantly higher in the
newborns than their respective mothers. Mothers immune to a single serotype transferred
greater levels of DENV-specific 1gG (p=0.02) and DENV-3 Nab (p=0.04) than mothers
immune to multiple DENV serotypes. Maternally acquired DENV-3 Nab disappeared >90%
of the children by the age of 4 months. The peak of EA was detected by the age of 2 months
(p<0.0001) and rapidly declined at age of 4 months (p=0.0035). Unlike Asian infants, EA of
dengue infection by maternal transferred dengue antibodies occurs at earlier ages in Brazilian
children. These findings have implications to the immunopathogenesis of dengue during early
ages and for the establishement of dengue vaccination schedules during the first years of life.

Keywords: dengue, epidemiology, immunology, cohort, children.
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1 CONTEXTUALIZACAO

A dengue é uma doenca febril aguda causada por quatro sorotipos de virus (DENV-1,
2, 3 e 4) com caracteristicas antigénicas similares, pertencentes a familia Flaviviridae e
transmitidos pela picada de mosquitos do género Aedes, sendo a espécie Aedes aegypti 0
principal vetor (GUZMAN et al., 2010; GUZMAN; HARRIS, 2015; RICO-HESSE et al.,
2010). A doenca é considerada a mais importante arbovirose em termos de morbidade e
mortalidade e constitui um grave problema de salde publica com substancial impacto
econémico e social, o que demanda progressivos esforcos e investimentos por parte dos paises
endémicos (GUZMAN; HARRIS, 2015; GUZMAN et al., 2010).

Estima-se que aproximadamente quatro bilhGes de pessoas vivam em &reas sob risco
de transmissdo do virus e que ocorram anualmente cerca de 390 milhdes de infecgdes por
dengue, das quais cerca de 96 milhdes representam casos sintomaticos da doenca, a maioria
no continente asiatico (BHATT et al., 2013; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2015). Nesse continente, a dengue grave constitui uma das principais causas de morbidade e
mortalidade entre lactentes e criancas menores de 15 anos (CAPEDING et al., 2013;
WILSON; CHEN, 2015).

Nas Ameéricas tem sido observado um aumento progressivo e acentuado no nimero de
casos da doenca nas ultimas décadas, tendo sido notificados 1.033,417 na década de 80,
2.725,405 na década de 90, e 4.759,007, no periodo de 2000-2007 (SAN MARTIN et al.,
2010). Em 2015, mais de 2 milhdes de casos de dengue foram registrados, dos quais 8,797
evoluiram para dengue grave e 1,084 para o 6bito (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE
SAUDE, 2015).

O Brasil se destaca entre as areas com maior ocorréncia de dengue nas Ameéricas,
sendo responsavel por cerca de 70% dos casos registrados nesse continente
(ORGANIZACAO PANAMERICANA DE SAUDE, 2015). Atualmente, os quatro sorotipos
do virus dengue circulam de forma simultdnea em diversas regides do pais, 0 que resulta em
um padrdo de transmissé@o hiperendémica da doenca, caracterizado por intensa circulagéo viral
e pela alternancia dos sorotipos predominantemente circulantes (TEIXEIRA et al., 2013;
WILSON; CHEN 2015). Esses fatores tém contribuido para o aumento progressivo no
namero de casos e hospitalizacdes pela doenga (TEIXEIRA et al., 2013). No pais, embora no
periodo de 2006 a 2008 se tenha registrado um aumento da incidéncia de dengue grave entre

criangas, a maior parte dos casos graves tem historicamente se concentrado na populagédo
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adulta (SAN MARTIN et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2008;
TEIXEIRA et al., 2013).

O espectro clinico da infec¢do pelo DENV é bastante amplo, variando desde infecgdes
assintomaticas ou febre indiferenciada, até as formas mais graves da doenga, comumente
caracterizadas pelo aumento da permeabilidade vascular e consequente extravasamento
plasmatico, que pode resultar em instabilidade hemodindmica e ¢bito, caso o volume
intravascular ndo seja rapidamente restabelecido (GUZMAN; HARRIS, 2015).

Embora diversos fatores potencialmente envolvidos na determinacdo da dengue grave
tenham sido investigados, tais como a viruléncia viral (RICO-HESSE, 2010), fatores
genéticos (COFFEY et al.,, 2009) e imunologicos (MATHEW; ROTHMAN, 2008;
WAHALA,; SILVA, 2011), os mecanismos imunopatogénicos associados ao desenvolvimento
da dengue grave permanecem parcialmente compreendidos. Existem evidéncias que suportam
a hipotese de que a ocorréncia de infec¢bes secundarias esta relacionada ao desenvolvimento
da dengue grave, particularmente nas populacbes de adultos e adolescentes (HALSTEAD,
2007). Atualmente, a proposi¢do com maior potencial explicativo para o risco aumentado de
ocorréncia dengue grave em individuos que experimentam uma infeccdo secundaria pelo
DENV ¢é a que atribui a evolucdo dos casos para as formas graves ao fendbmeno conhecido
como Antibody dependent enhancement (ADE) (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD,
2013).

O papel do ADE na fisiopatologia da dengue e de outras infecgbes virais foi
inicialmente postulado por Scott Halstead na década de 1960 (HALSTEAD; BUESCHER,
1961; HALSTEAD; YAMARAT; SCALON, 1963; HALSTEAD; CHOW; MARCHETTE,
1973; HALSTEAD; O’ROUKE, 1977), e desde entdo tem sido amplamente estudado e
corroborado por inimeros estudos (BOONNAK et al., 2008; DEIJNIRATTISAI et al., 2010;
HALSTEAD, 2003). Segundo a hipdtese do ADE, anticorpos antidengue pré-existentes —
originarios de uma infeccdo primaria - se unem ao virus da infeccdo secundaria, na vigéncia
de uma nova infeccdo por um sorotipo distinto, e facilitam a entrada do DENV em células que
possuem receptores especificos para a por¢do Fc de IgG, tais como monaocitos, macrofagos e
celulas dendriticas. Esse mecanismo resultaria no aumento do nimero de células infectadas e
da carga viral e, em consequéncia, na exacerbacdo da resposta imune & infeccdo,
especificamente 0 aumento da producdo de citocinas e de mediadores quimicos que
ocasionam danos ao sistema vascular e aumento da permeabilidade vascular, levando ao
surgimento de hemorragia (HALSTEAD, 2014; KYLE; HARRIS, 2008).
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Em criancas nos primeiros meses de vida, estudos realizados no Sudeste Asiatico tém
mostrado que a dengue grave frequentemente se desenvolve em infecgdes primarias, sendo
este fendbmeno explicado pela presenca de niveis subneutralizantes de anticorpos antidengue
maternos, de mées previamente expostas ao virus DENV, transferidos através da placenta
(KLIKS et al., 1988; PENGSAA et al., 2006; SIMMONS et al., 2007). Anticorpos antidengue
materno transferidos parecem desempenhar um papel imunoprotetor durante os primeiros
meses de vida do concepto, diante de uma possivel exposicdo ao DENV ( ENDY et al., 2004;
LAOPRASOPWATTANA et al., 2005; LIBRATY et al., 2009). Entretanto, o seu declinio,
que ocorre progressivamente apds o nascimento (CHAU et al., 2009; ENDY et al., 2004;
LIBRATY et al., 2009 ; PANHUIS et al., 2011), propicia o aparecimento de uma janela
imunoldgica caracterizada pela presenca de niveis subneutralizantes de anticorpos que
favorecem o desenvolvimento de ADE, aumentando consequentemente o risco de
desenvolvimento de dengue grave em lactentes (KLIKS et al., 1988; SIMMONS et al., 2007).

Essa hipdtese tem sido corroborada por estudos conduzidos em criangas asiaticas, que
tém mostrado associacdo entre a atividade ADE mensurada in vitro com o desfecho clinico da
dengue e a epidemiologia da doenca em criangas nos primeiros anos de vida (CHAU et al.,
2009; KLIKS et al., 1988). Em estudo conduzido no Vietnam, Chau et al. (2009) avaliaram a
atividade ADE em amostras de soro de lactentes nascidos de maes que possuiam imunidade a
dengue e observaram que o pico de atividade ADE ocorre em criangas com idade entre 3 e 9
meses de vida. Essa faixa etaria coincide com o periodo no qual se observa as maiores taxas
de incidéncia de dengue grave em lactentes nesse pais (CHAU et al., 2009).

Das cinco classes de anticorpos conhecidas, a imunoglobulina G (IgG) é a Unica que
possui a capacidade de atravessar a barreira placentéaria, exercendo importante funcdo na
adaptacdo do neonato ao ambiente extra-uterino e proporcionando protecdo contra agentes
infecciosos nos primeiros meses de vida (CHUCRI et al., 2010). A transferéncia de 1gG ao
feto € um processo ativo e seletivo, mediado por um receptor especifico — chamado de
receptor neonatal (FCRn) - para a porcdo Fc de IgG que esta presente na membrana
placentéria, principalmente no sinciciotrofoblasto, a por¢do ndo-embrionéria da placenta que
forma uma barreira entre o feto e a mae (CHUCRI et al., 2010; PALMEIRA et al., 2012). A
transferéncia transplacentaria de 1gG se inicia por volta da 13? semana gestacional e aumenta
progressivamente, havendo passagem de maior concentracdo nas ultimas trés semanas
gestacionais, quando os niveis sorologicos do neonato séo, em geral, superiores aos niveis
maternos (PALMEIRA et al., 2012).
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Todas as subclasses de 1gG humanas (IgG1-4) sdo produzidas durante uma infeccéo
por dengue (KORAKA et al., 2001; THEIN et al., 1993) e possuem a habilidade de atravessar
a barreira placentaria, embora com eficiéncia distinta (WATANAVEERADEJ et al., 2003).
Essas variagdes na eficiéncia de transferéncia placentaria sdo atribuidas a diferencas na
afinidade de ligacdo entre as subclasses de IgG e o receptor FcRn, devido a polimorfismos
geneticos presentes no sitio de interacdo entre essas duas moléculas. Assim, as subclasses de
IgG1 e 1gG4 séo transferidas de forma mais eficiente ao neonato do que as subclasses 1gG2 e
IgG3 (MATHIESEN et al., 2013; ROOPENIAN et al., 2007; STAPETLON et al., 2011;).

Estudos conduzidos em populagdes asiaticas tém sugerido que as subclasses IgG1 e
lgG4 estdo envolvidas na patogénese da dengue grave (KORAKA et al., 2001,
WATANAVEERADE] et al., 2003). No entanto, apesar do possivel papel das subclasses 1gG
na determinacdo da dengue grave, poucos estudos tém investigado a transferéncia placentéria
desses anticorpos ao neonato. Em estudo conduzido no Sudeste Asiatico, Watanaveeradej et
al. (2003), ao estudarem a transferéncia placentaria de anticorpos, verificaram que o IgG1l
antidengue foi a principal subclasse de anticorpo maternalmente transferida ao lactente.

Diversos fatores, tais como parto prematuro, presenca de infeccGes e co-morbidades
materna - sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e malaria - integridade da placenta
e uso de imunossupressores, podem interferir na transferéncia placentaria de IgG ao concepto
(CUMBERLAND et al., 2007; MORAES-PINTO et al., 1996; OKOKO et al., 2001; SCOTT
et al., 2007). Outro fator que também parece ser importante para transferéncia transplacentéria
de anticorpos ao feto sdo os niveis de IgG total maternos (HARTTER et al., 2000;
PALMEIRA et al., 2012). Altos niveis de IgG total maternos tém sido associados a redu¢édo
na transferéncia transplacentaria de anticorpos devido a saturacdo dos receptores FCRn, que
estdo presentes em nimero limitado na membrana placentaria (ROOPENIAN et al., 2007). A
reducdo da transferéncia de anticorpos antigeno especificos em gestantes com niveis elevados
de IgG total tem sido demonstrada em diversas doencas virais, incluindo sarampo, herpes
simplex e varicela-zoster (HARTTER et al., 2000; MORAES-PINTO et al., 1996).

No Brasil, onde a incidéncia de dengue grave durante os primeiros anos de vida parece
ser menor do que a reportada nos paises Asiaticos (HALSTEAD, 2002; SAN MARTIN et al.,
2010; TEIXEIRA et al., 2013), estudos que avaliem a transferéncia de anticorpos dengue
especificos ao neonato ainda sdo escassos, provavelmente devido a dificuldade de se
estabelecer coortes de pares de gestantes-criangas que requeiram obtencdo de amostras
bioldgicas repetidas. A maior parte do conhecimento acerca da epidemiologia e

imunopatogenia da dengue em lactentes e criancas tém por base estudos clinicos e
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epidemioldgicos realizados em coortes de neonatos conduzidas em paises do Sudeste Asiatico
(CHAU et al., 2009; LIBRATY et al., 2009; PENGSAA et al., 2006). Embora estudos que
avaliam a transferéncia placentaria de 1gG antidengue em pares de mée-cordao tenham sido
recentemente publicados (ARGOLO et al., 2013; LEITE et al., 2014), a cinética dos
anticorpos maternos transferidos ao concepto no contexto brasileiro permanece desconhecida.
Esse perfil pode ser distinto, tendo em vista as particularidades epidemioldgicas da dengue e
fatores genéticos da populacdo (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD, 2013).

Com base nessas consideracdes, um estudo de coorte de nascimento foi conduzido na
cidade do Recife, uma area de alta endemicidade da doenca, entre os anos de 2010 e 2014,
com o objetivo de (i) investigar a incidéncia de dengue nos primeiros dois anos de vida, (ii)
estimar a taxa de infeccBes sintomaticas e assintomaticas e, (iii) estudar a dindmica dos
anticorpos antidengue maternos, transferidos via placenta, no primeiro ano de vida. A
metodologia e os resultados preliminares desse estudo foram recentemente publicados
(BRAGA et al., 2016; LEITE et al., 2014).

A presente tese faz parte desse projeto ancora e investiga o perfil de imunidade
antidengue sorotipo especifica nas gestantes recrutadas na coorte, o perfil e a dindmica dos
anticorpos maternos transferidos aos neonatos, incluindo as subclasses de IgG
predominantemente transferidas, durante o primeiro ano de vida. Adionalmente, a pesquisa
analisa a atividade ADE ex vivo e a sua relacdo com a cinética dos anticorpos antidengue

materno-transferidos no primeiro ano de vida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da dengue em gestantes e lactentes

Embora a infeccdo pelo virus dengue durante a gestacdo tenha sido associada a
diversas complicacGes maternas e fetais que incluem prematuridade, morte materna e fetal,
anomalias fetais e aborto, ainda sdo poucos os estudos epidemioldgicos e clinicos conduzidos
nesse grupo populacional (PAIXAO et al., 2016).

Uma revisdo sistematica foi realizada com o objetivo de avaliar o risco de
complicacdes fetais em gestantes infectadas pelo virus dengue e compilou os resultados de 16
estudos, publicados entre 1994 e 2004, os quais foram conduzidos em 10 paises. Essa revisao
inclui dois estudos conduzidos na Brasil (PAIXAO et al., 2016). Os resultados desses estudos
encontram-se sumarizados no quadro 1.

O aborto associado a infeccdo por dengue na gestacao foi verificado em oito estudos,
tendo a prevaléncia desse efeito adverso variado de 3,8% a 16% (ALVARENGA et al., 2009;
CHITRA; PANICKER, 2011; ISMAIL et al., 2006; TAN et al., 2008; WADUGE et al.,
2006). Igualmente, a prevaléncia de natimorto entre as mées expostas ao virus variou entre
4,7% a 13% (FRIEDMAN et al., 2014; ISMAIL et al., 2006).

A prematuridade e o baixo peso ao nascer foram as complica¢cbes mais comumente
observadas entre mulheres que sofreram infec¢do pelo virus dengue durante a gravidez,
embora varia¢des substancias na frequéncia dessas condi¢des tenham sido observadas entre 0s
estudos (PAIXAOQO et al., 2016). Entre os estudos conduzidos na Malésia, a propor¢do de
lactentes pré-termo entre mées infectadas variou de 3,1% a 26,6% (ISMAIL et al., 2006; TAN
et al., 2008). No Brasil, um estudo conduzido na cidade de Goias, Goiania, encontrou uma
frequéncia de 58% de baixo peso ao nascer (<2,500 gramas) entre as criangas nascidas de
méaes com marcadores de infeccdo atual/recente pelo virus dengue (ARGOLO et al., 2013).
Entre as gestantes inseridas em nosso estudo de coorte, a maioria com gestacdo classificada
como de baixo risco e residentes na cidade do Recife, Nordeste do Brasil, ndo se observou tal
associagédo (LEITE et al., 2014).



Quadro 1 - Frequéncia de complicacGes fetais associadas a infeccdo por dengue durante a gestacdo: sintese

dos principais estudos.
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Frequéncia de
Desenho de Local do Gestantes admitidas complicagdes fetals
Autores (Ano) entre as gestantes
estudo estudo com dengue ]
infectadas por
dengue(%o)
FRIEDMAN et al. Coorte Guiana 86 gestantes com - Parto prematuro: 17%
(2014) retrospectiva Francesa, denggﬁf?;nmtg(r;;éstica - Baixo peso ao nascer:
Franca laboratorialmente 19,8%
- Natimorto: 10%
TAN et al. 2008 Coorte Malasia IgM positiva: 63 - Parto prematuro: 3,1%
prospectiva IgM negativa: 2,468 - Baixo peso ao nascer:
9,5%
RESTREPO et al. Coorte Colémbia 39 gestantes com - Parto prematuro: 8,1%
(2004) prospectiva denggﬁf?;nmtgg;éstica - Baixo peso as nascer:
laboratorialmente 10,8%
- Aborto: 5,1%
BARROSO et al Coorte Cuba IgM positiva: 30 - Retardo do
(2009) prospectiva crescimento uterino:
10%
ALVARENGA et Série de Rio de Janeiro, 13 casos de dengue - Parto prematuro:
al. (2009) casos Brasil confirmados 58%
laboratorialmente - Baixo peso as
nascer: 50%
- Aborto: 7,6%
ISMAIL et al. Série de Malasia 16 casos de dengue - Parto prematuro:
(2006) casos confirmados (clinica 26,6%
e/ou laboratorialmente) - Aborto: 6,2%
- Natimorto: 6,6%
LEITE et al. Coorte Recife, IgM positivas: 43 Baixo peso ao nascer:
(2014) prospectiva  Pernambuco - Rl EADVES; Sied) 0%
Brasil

FONTE: PAIXAO et al. (2016).

NOTA: Adaptado e traduzido pela autora.

A maior parte das informagdes acerca do perfil imune sorolégico da dengue em
gestantes tem por base estudos conduzidos em populacdes Asiaticas. Nesse continente, uma
parcela substancial das mulheres em idade reprodutiva possui marcadores sorologicos (IgG)
de infeccédo prévia pelo virus (CHAU et al., 2009; KHAMIM et al., 2015; PENGSAA et al.,
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2003; PENGSAA et al., 2006; PERRET et al., 2005; WATANAVEERADE! et al., 2003). O
quadro 2 apresenta os principais estudos de prevaléncia conduzidos na populacdo de
gestantes.

Na Tailandia, um inquérito soroldgico realizado por Perret et al. (2005) observou uma
soroprevaléncia de anticorpos antidengue de 84,4% nas gestantes com idade <20 anos ¢ de
98,3% naquelas com idade superior a 20 anos (PERRET et al., 2005). Nesse mesmo pais,
estudo prospectivo conduzido em 219 pares mde-corddo verificou uma prevaléncia de
anticorpos neutralizantes para dengue superior a 90% entre as gestantes, sendo a proporc¢éo de
amostras maternas com anticorpos neutralizantes para todos os quatro sorotipos de 86,8%
(PENGSAA et al., 2006). Uma elevada proporcdo de mdes com imunidade para os quatro
sorotipos do virus também foi observada em estudo realizado com 141 gestantes, das quais
mais de 90% possuiam niveis detectaveis de 1gG antidengue e todas as mdes com idade
superior a 35 anos apresentavam anticorpos contra os quatro sorotipos do virus (KHAMIM et
al., 2015).

No Brasil, um inquérito soroldgico conduzido em 505 parturientes admitidas para o
parto em uma maternidade da cidade de Goiania, Goiés, entre os anos de 2009 e 2010,
encontrou uma prevaléncia de anticorpos IgG antidengue de 53,9% (ARGOLO et al., 2013).
Diferente do observado na regido central do pais, resultados preliminares deste estudo de
coorte mostram que entre as 415 gestantes recrutadas na linha de base, a prevaléncia de
anticorpos IgG antidengue foi maior que 95% (LEITE et al., 2014). Essas diferengas regionais
na prevaléncia de 1gG dengue especifica nas gestantes possivelmente refletem o periodo de
introducdo e circulacdo mais recente dos virus dengue na regido Centro-Oeste do pais quando

comparado a regido Nordeste, onde ha circulacéo dos virus dengue desde a década de 80.
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Quadro 2 - Frequéncia de marcadores sorolégicos de infeccdes prévias pelo dengue na populacdo de gestantes.

Autor (Ano) Tipo de Local do estudo Técnica Soroprevaléncia
estudo laboratorial (%)
WATANAVEERADEJ Coorte Bangkok, HI 96,9%
et al. (2003) prospectiva Tailandia
PENGSAA et al. (2003) Coorte Bangkok, PRNT, 95,2% (PRNT)
prospectiva Tailandia ELISA, HI
PERRET et al. (2005) Seccional Bangkok, ELISA, HI 94,7% (HI)
Tailandia
PENGSAA et al (2006) Coorte Bangkok, PRNT 97,3%
prospectiva Tailandia
CHAU et al. (2009) Coorte Vietna PRNT 98%
prospectiva
KHAMIM et al. (2015) Seccional Ban Pong, PRNT 97,2%
Provincia de
Ratchaburi,
Tailandia
ARGOLO et al. (2013) Seccional Goiania, Goids- ELISA 53,9%
Brasil.
LEITE et al. (2014) Coorte Recife, ELISA 95,1%
prospectiva Pernambuco -
Brasil

NOTA: Elaborado pela autora.

Na populacdo de lactentes e criancas, variacbes no perfil epidemiolégico da dengue
tem sido observadas entre os continentes. Nos paises Asiaticos, a dengue grave afeta
predominantemente a populacdo de lactentes e criangas, estando entre as 10 principais causas
de hospitalizagcdo e morte nesse grupo populacional (HALSTEAD, 2002; JAIN et al., 2010).
Nesse continente, os primeiros casos de dengue grave em lactentes datam da década de 70
(HALSTEAD et al.,, 1970). Adicionalmente, a maior parte dos casos graves tem sido
registrada em lactentes no primeiro ano de vida, nascidos de mdes imunes a dengue, € em
criangas e adolescentes (<15 anos) que experimentam infec¢do secundaria por um sorotipo de
virus distinto da primo-infeccdo (HALSTEAD, 2002). Na Tailandia, Vietnam, Indonésia, Sri
Lanka e India, cerca de 5% das hospitalizaces por dengue grave sdo de lactentes (CHAU et
al., 2008; HALSTEAD, 2002; JAIN et al., 2010; KABILAN et al., 2003).

Diferentemente do perfil epidemioldgico observado na Asia (CAPEDING et al., 2013;
WILSON; CHEN, 2015), a maior parte dos casos de dengue no Brasil se concentra na
populagéo de adultos (SAN MARTIN et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
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2009; TEIXEIRA et al., 2013). Entretanto, mudancas transientes no padrao epidemioldgico da
dengue tém sido reportadas ao longo dos anos no pais. Entre 2006 e 2008, um aumento na
incidéncia e gravidade dos casos da doenca foi observado em criangas e adolescentes, com
consequente aumento na demanda por internagGes hospitalares nesse grupo populacional
(TEIXEIRA et al., 2013). Em 2006, a incidéncia de dengue grave em criancas menores de
cinco anos ultrapassou os indices registrados entre os grupos de 10-19 anos e 20-39 anos
(SAN MARTIN et al., 2010). No ano seguinte, cerca de 53% dos casos graves de dengue
grave notificados no pais ocorreram na populacdo com até 15 anos (TEIXEIRA et al., 2013).
A maior incidéncia de dengue nesse grupo etario foi observada no ano de 2008. Em contraste,
uma tendéncia de aumento na incidéncia da doenca nos grupos etarios com mais de 60 anos
foi observada durante o periodo de 2005 a 2010 (TEIXEIRA et al., 2013). Essa
heterogeneidade no padrdo epidemiolégico da dengue ressalta a complexidade de fatores de

risco envolvidos na transmissdo da doenca no pais.

2.2 Dengue: virus, transmissao e manifestac@es clinicas em lactentes, criancas e adultos

Os virus dengue (DENV) sdo membros da familia Flaviviridae e pertencentes ao
género Flavivirus, que inclui diversos virus de importancia para a saude publica, incluindo
virus da febre amarela (YFV), Oeste do Nilo (WNV), encefalite japonesa (JEV) e o Zika
(ZIKV) (KUNO et al., 1988). O DENV é transmitido para humanos através da picada de
mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes aegypti o principal vetor da doenca. Diferente da
maior parte dos arbovirus, os virus dengue ndo necessitam de um ciclo silvestre para
manutencdo da transmissdo epidémica em humanos (MURPHY; WHITEHEAD, 2011;
WHITEHEAD et al., 2007).

O DENYV possui morfologia esférica e tamanho relativamente pequeno, medindo cerca
de 50nm de didmetro. A particula viral possui um envelope lipoprotéico que envolve o
capsideo viral e um genoma constituido por acido ribonucléico (RNA) de fita Unica, nao-
segmentado e de polaridade positiva. O RNA viral mede ~11 kilobases (kb) e contém uma
Unica fase de leitura aberta (ORF, Open Reading Frame) que codifica uma poliproteina,
posteriormente clivada por proteases virais e celulares em dez proteinas funcionalmente
distintas: trés proteinas estruturais (C, prM/M e E) e sete ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5) (RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

A inoculacdo de um dos quatro sorotipos do virus DENV no organismo humano

ocorre através da picada de um mosquito fémea infectado, e é seguido por um periodo de
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incubacdo, no qual ocorre a replicacdo de novas particulas virais no citoplasma das células
infectadas. Esse periodo dura em média de 4 a 7 dias e ainda ndo ha o surgimento de sinais e
sintomas da doenca. O término do periodo de incubacdo pode coincidir com o surgimento das
manifestacdes clinicas da doenga e com o inicio da fase virémica, na qual as particulas virais
ou seus componentes (RNA ou antigenos virais) sdo detectados na corrente sanguinea e
podem ser transmitidos, durante o repasto sanguineo, aos mosquitos vetores (KAO et al.,
2005; PEELING et al., 2010).

Durante a fase inicial da doenca, as manifestagdes clinicas da dengue na crianca sao
usualmente semelhantes a dos adultos (Quadro 3). Na populacdo infantil, a fase inicial da
dengue é frequentemente imperceptivel em virtude da elevada frequéncia de formas
assintomaticas ou pela presenca de manifestacdes clinicas semelhantes as encontradas em
outras sindromes febris prdprias dessa faixa etaria, como tosse, coriza, diarreia e vomitos
(ELLING et al., 2013; JAIN; CHATURVEDI, 2010). Em criancas menores de dois anos de
idade e particularmente nos menores de seis meses, 0s sintomas que compdem a definicdo de
caso de dengue da Organizacdo Mundial de Satude (OMS), como cefaleia, dor retro-orbitaria,
artralgias e mialgias, manifestam-se principalmente pelo choro persistente, fraqueza e
irritabilidade (CHAU, 2010; ELLING et al., 2013; JAIN; CHATURVEDI, 2010).

As principais diferencas entre adultos, criancas e lactentes, quanto a sintomatologia,
sdo observadas durante a fase critica da dengue. Uma maior frequéncia de manifestacoes
graves como convuls@es, disfuncdo hepética e extravasamento plasmatico sdo comumente
observadas em lactentes do que em criancas, sendo a taxa de fatalidade cerca de quatro vezes
maior nos lactentes (JAIN; CHATURVEDI, 2010). As manifestacbes hemorragicas e a
gravidade do acometimento sistémico dos 6rgdos sdo observadas principalmente na populacdo
adulta (HAMMOND et al., 2005; VERHAGEN; GROQT, 2014).

Entre lactentes e criancas, a fase de defervescéncia da doenca, normalmente observada
entre 0 quarto e o sétimo dia apds o surgimento dos sintomas, pode ser caracterizada pela
evolucdo subita para quadros de dengue grave, como a sindrome do choque da dengue e a
dengue com sintomas hemorragicos (ELLING et al., 2013; JAIN; CHATURVEDI, 2010). O
diagndstico tardio da dengue grave em criangas tem sido associado & alta letalidade, havendo
a necessidade de acompanhamento clinico e vigilancia do surgimento de sinais de alerta de
dengue grave nesse grupo populacional (ELLING et al., 2013; JAIN; CHATURVEDI, 2010).

Algumas diferencas nos achados laboratoriais de lactentes (de 1 més até os 24 meses)
e criancas durante a fase aguda de dengue sdo observadas: niveis de hematdcrito menor que

30% e niveis mais baixos de plaquetas (média 56.900mm?®) sio mais frequentemente
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observados em lactentes quando comparados a criangas; contagem de leucdcitos e linfocitos
totais significativamente maior em lactentes do que em criancas; maior frequéncia de
sintomas, como coriza, nausea/vdmitos, exantema, petéquias e outras manifestacoes
hemorragicas em lactentes do que em criancas (JAIN; CHATURVEDI, 2010;
WITAYATHAWORNWONG, 2005).

Quadro 3 - Caracteristicas clinicas mais frequentemente observadas nos lactentes com dengue quando
comparado a populagéo de criangas ou adultos com infeccdo pelo DENV.

Caracteristicas Referéncias
Elevada taxa de mortalidade HAMMOND et al. (2005); KABILAN et al. (2003);
(casos graves) KALAYANAROOJ; NIMMANNITYA (2003); MARTINEZ et al.
(1993); WITAYATHAWORNWONG (2005)
Trombocitopenia KABILAN et al. (2003); POLI et al. (1991);
WITAYATHAWORNWONG (2005)
Elevada contagem de leucdcitos totais HAMMOND et al. (2005); KABILAN et al. (2003);
e linfocitose WITAYATHAWORNWONG (2005)

Manifestac@es clinicas graves (choque HAMMOND et al. (2005); WITAYATHAWORNWONG (2005)
hipovolémico, extravasamento

plasmatico, hemorragia interna)

Disfuncéo hepatica e hepatomegalia KABILAN et al. (2003); SOUNDRAVALLY et al. (2010)
Esplenomegalia HAMMOND et al. (2005); KABILAN et al. (2003)
Néausea/ vémitos, exantema e KABILAN et al. (2003); WITAYATHAWORNWONG (2005)
petéquias
Febre alta KABILAN et al. (2003); MARTINEZ et al. (1993);
WITAYATHAWORNWONG (2005)
Edema dos membros inferiores e KABILAN et al. (2003); MARTINEZ et al. (1993)

inchaco retrobulbar

FONTE: JAIN; CHATURVEDI (2010)
NOTA: Adaptado e traduzido pela autora.

2.3 Resposta imune ao virus dengue e imunopatogénese da dengue em lactentes e adultos

Ap0s a inoculacdo do DENV no hospedeiro humano, diversos mecanismos de defesa
séo rapidamente iniciados (MURPHY; WHITEHEAD, 2011). Na pele, células infiltradas (tais
como, macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e linfocitos) e células residentes
(queratinécitos e fibroblastos), presentes de forma abundante no epitélio, participam na
producdo de diversas citocinas pro-infamatorias para combate ao virus (RODENHUIS-
ZYBERT et al., 2010).



29

As respostas de interferon (IFN) do tipo I (o e B) constituem um dos principais
mecanismos do sistema imune inato na defesa do hospedeiro contra a infeccdo pelo virus
(GREEN et al., 2014; NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005). A producdo de IFN do tipo I €
iniciada apds o reconhecimento do RNA viral por receptores de reconhecimento padrdo
(RRP) - tais como os receptores Toll-like (TLR) e lectinas do tipo C - expressos em células de
origem mieldide e sensores intracelulares presentes no citoplasma, tais como, as helicases
MDAGS (proteina do gene associado a diferenciacdo do melanoma 5) e RIG-I (gene | induzivel
por &cido retindico) (GREEN et al., 2014). A secrecdo de IFN-o/f pelas células infectadas
pelo virus resulta na liberacdo de sinais de alerta para as células adjacentes, sinalizando que
uma infeccdo esta ocorrendo, e na inducdo autocrina de uma resposta celular antiviral
mediante a producdo de proteinas antivirais e citocinas pré-inflamatérias (GREEN et al.,
2014; NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005).

A resposta imune humoral ao virus se inicia aproximadamente seis dias ap6s a picada
do mosquito infectado pelo DENV. Diversos estudos tém demonstrado que a resposta de
anticorpos ao DENV apresenta um papel dual no controle da infecgdo, podendo atuar
mediando neutralizacdo do virus e/ou aumentando a infectividade do DENV in vivo e in vitro
(CHAU et al., 2008; HALSTEAD, 2014; MOl et al., 2012; NG et al., 2014; SHRESTA et al.,
2006). Os anticorpos antidengue produzidos sdo principalmente direcionados contra as
glicoproteinas E e prM expostas na superficie do DENV. Anticorpos direcionados para a
proteina ndo-estrutural NS1, que pode ser encontrada expressa na superficie das células
infectadas e como um fator sollivel secretado por essas células, também sdo produzidos
(VALDES et al., 2000; WAHALA et al., 2011).

A producéo de anticorpos antidengue apresenta-se de forma distinta entre aqueles que
apresentaram infeccbes primarias e secundarias (MURPHY; WHITEHEAD, 2011). Em
infeccdes primarias, a imunoglobulina M (IgM) é usualmente detectada cinco ou mais dias
apos o inicio dos sintomas, enquanto que a imunoglobulina G (IgG) é detectada em baixos
niveis apds cerca de 10 a 15 dias do inicio da infeccdo. Ao contrario, em infeccGes
secundarias, os anticorpos 1gG séo detectados em niveis elevados na fase aguda, enquanto que
0s anticorpos IgM podem ser indetectaveis ou detectados em titulos mais baixos do que 0s
observados nas infecgdes priméarias (GUZMAN; HARRIS, 2015; MURPHY; WHITEHEAD,
2011).

Os mecanismos imunopatogénicos envolvidos na determinagdo da gravidade da
dengue em lactentes e adultos séo parcialmente compreendidos (WHITEHORN; SIMMONS,

2011). Diversos fatores de risco para as formas graves da doenca tém sido investigados e
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incluem idade, sorotipo e gendtipo viral e antecedentes genéticos do hospedeiro (GUZMAN;
HARRIS, 2015).

As manifestacBes clinicas associadas a progressdo para as formas graves da doenca
encontram-se normalmente ausentes durante o periodo febril, quando a carga viral se
apresenta em niveis elevados. Paradoxalmente, os sintomas associados a dengue grave surgem
quando o virus esta sendo rapidamente eliminado do hospedeiro devido a atuacdo das
respostas imunes inata e adaptativa, sugerindo que a patogénese da dengue grave esta
intimamente relacionada a resposta imune do hospedeiro (WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

O risco aumentado de dengue grave na vigéncia de infeccdes secundarias, observado
principalmente na populacdo de adultos e adolescentes, tem sido explicado pelo mecanismo
de Antibody Dependent Enhancement (ADE) ou imuno-amplificacdo da infec¢do dependente
de anticorpo (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD, 2013; HALSTEAD, 2014). Essa
hipdtese postula que anticorpos antidengue pré-existentes — originados durante uma infec¢éo
primaria pelo virus — se ligam a particula do DENV durante uma infeccdo subsequente com
um sorotipo de dengue distinto. Os anticorpos antidengue originados na infec¢do primaria ndo
possuem a capacidade de neutralizar o virus. Em vez disso, o complexo virus-anticorpo
formado liga-se a receptores para a por¢do Fc de IgG presentes nos monadcitos circulantes
(Figura 1). Assim, esses anticorpos ajudam o virus a infectar os mondcitos de forma mais
eficiente. O resultado ¢ um aumento global na replicacdo do virus e, em consequéncia, um

maior risco de dengue grave.

Figura 1 — Mecanismo de Antibody dependent enhancement (ADE)
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NOTA: Adaptado e traduzido pela autora.
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Mecanismos da imunidade celular também tém sido associados a ocorréncia de dengue
grave durante infecgGes secundarias (HALSTEAD, 1989). A hipdtese conhecida como
“Pecado Antigénico Original” postula que, durante uma infec¢do primadria, células T e B de
memoria com capacidade de gerar respostas imunes sorotipo-especificas e de reatividade
cruzada sdo produzidas. Na vigéncia de uma infec¢do secundaria por um sorotipo distinto, a
expressao de epitopos virais nas células infectadas desencadeia a ativacéo de células T e B de
memoria de reatividade cruzada, o que resulta na producdo de citocinas pré-inflamatorias e no
desencadeamento de uma resposta imune deletéria, com capacidade de induzir o
extravasamento plasmatico (ROTHMAN, 2011). A ativacdo de células T de memdria com
baixa afinidade para o sorotipo da infeccdo atual e alta afinidade para o sorotipo da infecgédo
prévia tem sido reportadaem diversos estudos, estando os niveis de ativacdo das células T
correlacionados com a gravidade da doenca (MONGKOLSAPAYA et al., 2006).

Um dos principais marcos da patogénese da dengue € a perda de integridade
endotelial, como um resultado da resposta imune anormal contra o virus. Alguns estudos
clinicos tém demonstrado que niveis de citocinas e mediadores imunes tais como TNF-a, IL-
18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, MCP-1, IFN-y e IFN-a estdo
significativamente aumentados nos individuos que apresentam os sintomas graves da doenca.
O papel das citocinas no aumento da permeabilidade vascular tem sido demonstrado
principalmente em estudos utilizando modelos de murinos. Postula-se que a tempestade de
citocinas produzida durante uma infec¢do secundaria seria induzida pela ativacao de elevado
numero de células T de reatividade cruzada e baixa avidez através do fendmeno do pecado
antigénico original. Essas células T de baixa avidez apresentam degranulacdo sub-6tima, que
resulta em alterada producéo de citocinas, atividade citolitica e consequente ativacdo massiva
do sistema imune (ROTHMAN, 2011).

As hipoteses que explicam a imunopatogénese da dengue grave — ADE, pecado
antigénico original e producéo exacerbada de citocinas — ndo sdo mutualmente exclusivas e,
possivelmente, tanto a resposta de anticorpos como a resposta de células T, possuem um papel
na progressdo da dengue para 0s casos graves, especialmente em individuos que
experimentam uma infeccdo secundaria pelo DENV. No entanto, embora a proposi¢ao de que
uma resposta aberrante de células T de reatividade cruzada explique o papel da imunidade
celular na determinacdo da gravidade da doenca em individuos expostos a uma infecgdo
secundaria pelo virus, essa hipotese ndo explica as observagdes dos casos graves durante uma

primo-infecgdo, especialmente na populagéo de lactentes.
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A ocorréncia de dengue grave em lactentes que experimentam uma infec¢édo primaria,
especialmente em criancas nascidas de maes com imunidade a dengue ( ENDY et al., 2004;
LAOPRASOPWATTANA et al., 2005; LIBRATY et al.,, 2009) tem sido explicada pelo
mecanismo do ADE. Diversos estudos, conduzidos principalmente em populagdes asiticas,
tém confirmado essa hipotese e demonstrado uma associacao entre o perfil epidemiolégico da
dengue grave na populacdo infantil e ocorréncia de ADE in vitro mediado por anticorpos
materno-adquiridos (CHAU et al., 2008; CHAU et al., 2010; LIBRATY et al., 2009). Estudo
conduzido no Vietnd com criangas saudaveis nascidas de maes imunes a dengue mostrou que
amostras de plasma de criancas com seis meses de idade possuiam a capacidade de aumentar
significativamente a infectividade do virus dengue in vitro pelo mecanismo de ADE quando
comparado com plasma de criangas coletado ao nascimento ou aos 12 meses de idade (CHAU
et al., 2008). Igualmente, estudos recentes em criangas entre cinco e dez anos demonstram que
a infeccdo pelo DENV de células dentriticas e macrofagos através mecanismo de ADE resulta
em um aumento nos niveis de TNF-a e IL-6, levando a uma alteracdo na resposta de citocinas,
e na inibi¢do da inducdo de respostas de IFN-y (CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2007).

Aliado a infeccdo celular via ADE mediada por anticorpos materno-transferidos,
outros fatores intrinsecos desse grupo populacional podem contribuir para progressdo da
dengue para as formas graves da doenca. O aumento da susceptibilidade de lactentes a
diversas infeccbes virais tem sido atribuido a deficiéncia na secrecdo de IFN-y e reduzida
resposta de células T, resultando em replicagdo viral de forma irrestrita. Em lactentes, células
dentriticas expressam baixos niveis de moléculas de reconhecimento de antigenos, reduzida
habilidade de producdo de IL-12 e consequente limitada ativacdo de moléculas das vias de
sinalizagdo celular (JAIN; CHATURVEDI, 2010). Adicionalmente, células T reg
(regulatérias) encontram-se em niveis elevados em lactentes quando comparado a populagdo
de criancas e adulta. Essas células possuem a capacidade de bloquear a ativacdo de células T e
inibir as respostas imunes antivirais, contribuindo para a persisténcia viral e rapida progressao
da doenca (CHATURVEDI et al., 2007).

Com relacdo a resposta imune humoral, a maior parte dos anticorpos encontrados em
lactentes sdo de origem materna, havendo declinio nos niveis desses anticorpos a partir do
nascimento. A imunidade humoral a virus e outros patdgenos em lactentes apresenta resposta
de anticorpos de inicio tardio e menor duracdo, com producdo de baixos niveis de anticorpos
quando comparado ao individuo adulto. Diferencas na producéo das subclasses de 1gG entre
adultos e lactentes também sdo observadas. Nos lactentes, as subclasses de 1gG1 e 1gG3

atingem niveis equivalentes aos da populagdo adulta em torno do segundo ano de vida,
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enquanto 1gG4 atinge niveis semelhantes aos adultos em torno do sexto ano de vida. Para a
subclasse 1gG2, a producdo parece ser ainda mais tardia, e 0s niveis nos lactentes se
equiparam aos niveis dos adultos apenas a partir dos 12 anos de idade (BASHA;
SUREDRAN; PICHICHERO, 2014). O quadro 4 apresenta uma sintese dos fatores imunes
possivelmente envolvidos na imunopatogénese da dengue grave em lactentes, criangas e

adultos.

Quadro 4 - Comparacéo de fatores imunes que contribuem para imunopatogénese da dengue grave em lactentes,
criangas e adultos.

Caracteristicas Lactentes Crianca Adultos Referéncias
(1-11 meses)  (1-14 anos) (>15 anos)
Frequéncia de dengue grave 64% 55% 36% HAMMOND et al. (2005)
Tipo de infeccdo Infeccéo Infeccéo Infeccéo HAMMOND et al. (2005)
primaria secundaria secundaria
(~100%) (50-95%) (90%)
ADE (Antibody dependent 19G materno- 19G 19G HAMMOND et al. (2005)
enhancement) transferida produzida produzida
infecgdo infeccdo
primaria primaria
Capacidade de produzir citocinas Baixa Alta Alta HARTIGAN-

) O’CONNOR et al. (2007)
pelas células T

Proporgéo células CD4/ CD8 Alta Baixa Baixa HARTIGAN-
O’CONNOR et al. (2007)
Produgdo IFN-y e TNF-a pelas Baixa Alta Alta HARTIGAN-

. - . O’CONNOR et al. (2007)
células T de meméria e naive

Ndmero de células T Alta Baixa Baixa HARTIGAN-

L . O’CONNOR et al. (2007)
regulatorias no sangue e tecidos

Imunosupressdo pelas células T Alta Baixa Baixa HARTIGAN-

- O’CONNOR et al. (2007)
regulatorias

Resposta de células T antigeno Baixa Adequada Adequada ROWE et al. (2001)

especifica

FONTE: JAIN; CHATURVEDI (2010)
NOTA: Adaptado e traduzido pela autora.

2.4 Transferéncia placentaria de imunoglobulinas G (1gG)
As imunoglobulinas (Ig) sdo moléculas glicoprotéicas sintetizadas e excretadas pelos

plasmacitos, celulas plasmaticas originadas a partir de linfocitos B ativados, em resposta a

estimulacdo antigénica. Cinco classes de imunoglobulinas - IgM, IgG, IgA, IgE e IgD — séo
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reconhecidas no soro humano e se diferenciam pelas suas propriedades biologicas, localizacdo
funcional e resposta aos diferentes antigenos (VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014).
A 1gG é a imunoglobulina que se apresenta em niveis mais elevados no soro e a Unica que
possui a capacidade de atravessar a barreira placentéria, exercendo importante funcdo na
adaptacdo do neonato ao ambiente extra-uterino e proporcionando protecdo contra agentes
infecciosos nos primeiros meses de vida (CHUCRI et al., 2010).

Para atingir a circulacdo fetal, a molécula de IgG materna precisa ultrapassar duas
barreiras histologicas: o sinciciotrofoblasto e as células endoteliais dos capilares fetal.
Diversas substancias, incluindo nutrientes e solutos, sdo eficientemente transferidas de forma
ativa ou passiva através da placenta, sendo esse mecanismo de transferéncia essencial para o
crescimento e desenvolvimento do feto (PALMEIRA et al., 2012). Moléculas de baixo peso
molecular (<500 Daltons), tais como ions e aminoacidos, usualmente atravessam a barreira
placentaria através do processo de difusdo. Por outro lado, moléculas com alto peso molecular
sdo incapazes de cruzar os tecidos placentarios, com excecdo das moléculas de 1gG, que
possuem massa molecular de aproximadamente 160kDa (kiloDaltons) (PALMEIRA et al.,
2012).

A transferéncia placentaria de 1gG ao feto € um processo ativo, seletivo e mediado por
um receptor especifico para a por¢do Fc de IgG, denominado receptor neonatal (FCRn). A
molécula de FcRn possui em sua estrutura uma regido de cadeia a (alfa) composta por uma
glicoproteina integral de membrana, que se encontra covalentemente associada a uma regido
de B2-microglobulina. Diferente dos demais receptores que possuem habilidade para se ligar a
porcdo Fc de IgG, tais como FcyR, FcRn se liga as moléculas de 1gG de maneira pH-
dependente e apresenta alta afinidade a IgG em pH acido (PALMEIRA et al., 2012; RATH et
al., 2015; ROOPENIAN et al., 2007; STAPLETON et al., 2011).

O processo de transferéncia de 1gG ao feto se inicia na face materna do
sinciciotrofoblasto que, banhado pelo sangue da mae, internaliza o soro contendo 1gG nos
endossomos. A acidificacdo gradual dos endossomos permite a interacdo entre as moléculas
de 1gG e o receptor FCRn presente no interior desse compartimento. O FcRn se liga com alta
afinidade a porgéo Fc da IgG materna na presenca do pH acidificado, o que permite a protecéo
das moléculas de 1gG contra a acdo de enzimas lisossomais. Em seguida, a vesicula
endossomal se funde com a membrana na face fetal do sinciciotrofoblasto, onde o pH
fisiolégico promove a dissociacdo da molécula de 1gG do receptor FcRn (Figura 2). A IgG
acessa entdo o endotélio fetal e, posteriormente, a circulagéo fetal. O receptor, por sua vez,
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pode ser reciclado para a membrana materna, onde ira executar novas rodadas de transcitose
(PALMEIRA et al., 2012; ROOPENIAN et al., 2007).

Figura 2 — Transferéncia placentaria de 1IgG mediada pelo receptor FcRn
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O transporte de IgG da mée ao concepto se inicia na 13% semana gestacional e aumenta
progressivamente durante a gestagdo. Um aumento significativo na concentragdo de 1gG no
feto pode ser observado entre a 172 e 22* semana gestacional e entre a 28% e 32% semana,
quando os niveis de anticorpos no feto chegam a aproximadamente 10% e 50% da
concentragdo materna (MALEK et al., 1996; PALMEIRA et al., 2012). Esses niveis
continuam a aumentar durante o terceiro trimestre e nos recém-nascidos a termo os niveis de

IgG podem exceder a concentracdo materna.

2.4.1 Transferéncia placentaria e cinética de anticorpos dengue-especificos no primeiro ano de

vida

A eficiente transferéncia placentaria de 1gG dengue-especifica ao feto tem sido
demonstrada por diversos estudos conduzidos em pares mdée-corddo, especialmente em
populacbes asiaticas (ARGOLO et al.,, 2013; CHAU et al., 2008; CHAU et al., 2009;
FIGUEIREDO et al., 1994; KHAMIM et al., 2015; LEITE et al., 2014; PENGSAA et al.,
2006; SIMMONS et al., 2007; WATANAVEERADE]J et al., 2003). Igualmente, a cinética de
declinio dos anticorpos dengue-especificos materno-transferidos e suas implicagbes na
determinacdo da gravidade da dengue durante a infancia tem sido explorada por estudos

prospectivos conduzidos em lactentes na Asia.
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Em uma coorte prospectiva conduzida no Vietnd, Simmons et al. (2007) ao estudar a
dindmica dos anticorpos antidengue materno-transferidos durante o primeiro ano de vida,
observou que, entre as maes imunes a dengue, 100% das amostras de corddo umbilical
possuiam niveis detectaveis de 1gG reativa ao virus. Os niveis de IgG antidengue
permaneceram detectaveis em 98% dos lactentes aos 6 meses de idade; 84%, aos 9 meses, e
em 53%, aos 12 meses de vida (SIMONNS et al., 2007).

Nesse mesmo pais, Chau et al. (2009), ao avaliar pares de mae-corddo incluidos em
uma coorte prospectiva acompanhada entre 2006-2007, demonstrou que niveis de 1gG total e
de IgG dengue-especifica foram significativamente maiores no corddao umbilical do que nas
amostras maternas. Igualmente, os titulos de anticorpos neutralizantes para todos 0s sorotipos
do virus encontravam-se mais elevados no corddo do que na méde, 0 que sugere que O
transporte ativo de IgG da mae ao concepto se d& de forma independente da especificidade
sorotipo—especifica (CHAU et al., 2009). Curiosamente, durante o seguimento das criancas
inseridas nesta coorte, foi identificado um padréo distinto de declinio dos anticorpos com
capacidade de neutralizar o virus, mensurados pelo teste de neutraliza¢do, quando comparado
aos anticorpos com a capacidade de se ligar a molécula viral, detectados pelo ensaio
imonoenzimatico do tipo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Aos 6 meses de
idade, anticorpos neutralizantes sorotipo-especificos foram detectados em apenas 10% das
amostras. Ao contrario, anticorpos que se ligam ao virus foram detectados por um periodo de
tempo mais prolongado, sendo mensurados por até 12 meses em cerca de 20% dos lactentes
(CHAU et al., 2009).

Em Bangkok, Tailandia, de um total de 219 pares méae-corddo incluidos em uma
coorte prospectiva, 93,6% e 95% das amostras de mée e corddo umbilical possuiam anticorpos
para dengue. No primeiro ano de vida, a proporcao de lactentes com niveis indetectaveis de
anticorpos sorotipo especificos para os quatro sorotipos do virus foi de 5,3%, 26,9%, 79,8%,
94,5% e 100% no terceiro, sexto, nono, décimo segundo e décimo oitavo més de vida,
respectivamente. Nesse estudo, embora a cinética de declinio dos anticorpos sorotipo
especificos tenha se comportado de maneira similar, uma queda acentuada nos niveis de IgG
antidengue foi observada entre o terceiro e o sexto més de vida, seguido por uma queda mais
gradual no segundo semestre. A média do titulos de anticorpos dengue-especificos foi de 6,8
no cordao umbilical e esses niveis declinaram para 4,7, 1,3, 0,2 no 3°, 6° e 9° més de vida,
respectivamente (PENGSAA et al., 2006).

Panhuis et al. (2011) utilizaram dados de uma coorte de neonatos acompanhada em

Bangkok, Tailandia, para avaliar a heterogeneidade do declinio nos niveis de anticorpos
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maternos transferidos durante o primeiro ano de vida. Esses autores demonstraram que 0S
niveis de anticorpos neutralizantes para os quatro sorotipos do virus declinam em duas fases
distintas, havendo uma queda acentuada nos seus niveis entre 0 nascimento e o terceiro més
de vida e um declinio mais gradual em idades mais avancadas. lgualmente, os autores
encontraram uma associacdo significativa entre os titulos de anticorpos detectados ao
nascimento e as taxas de declinio desses anticorpos, e mostraram que altos niveis de
anticorpos ao nascimento foram significativamente associados a taxas de declinio mais
rapidas durante o primeiro ano de vida (PANHUIS et al., 2011).

Embora as subclasses de 1gG1l e 1gG4 antidengue tenham sido implicadas na
patogénese da dengue grave em lactentes e adultos (KORAKA et al., 2001; THEIN et al.,
1993), apenas um estudo explora a transferéncia placentaria das subclasses de 1gG ao
concepto. Nesse estudo, Watanaveeradej et al. (2003), ao avaliar a transferéncia de 1gG
antidengue em 250 pares mée-corddo verificou que os niveis das subclasses de 1gG no soro
materno variou entre 53,1mg/dL, para a subclasses IgG1, e 0,14 mg/dL, para a 1gG3. Os
autores ndo encontraram diferencgas significativas na transferéncia das diferentes subclasses,
excecdo da subclasse 1gG3. Para essa subclasse, maiores niveis foram encontrados na amostra
materna quando comparada a amostra do corddo umbilical (0,14mg/dL versus 0,11mg/dL;
p<0.001).

No Brasil, trés estudos avaliaram a transferéncia placentéria de IgG dengue-especifica
em pares mae-corddo. Estudo conduzido na década de 1990 na cidade de Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, apds a primeira epidemia de dengue no pais pelo sorotipo DENV-1, avaliou a presenca
de anticorpos 1gG antidengue no momento de admissdo ao parto em 50 gestantes e confirmou
a positividade antidengue em 10 (20%) dessas gestantes. A transferéncia placentaria de 1gG
antidengue foi confirmada em todas as gestantes positivas (FIGUEIREDO; CARLUCCI;
DUARTE, 1994). Estudo conduzido por Argolo et al. (2013), em Goiania, em 505 pares de
méae-corddo durante uma epidemia de dengue ocorrida entre 2009 e 2010, encontrou uma
prevaléncia de 1gG antidengue de 53,9%. Entre 0s neonatos, a soropositividade de 1gG
antidengue foi de 55%, sendo a co-positividade dos pares mae-corddo de 99,3% (indice
Kappa=0.96). Diferente do perfil observado na regido central, o estudo conduzido nos pares
mées-corddo da populagdo inseridos nessa tese, encontrou uma prevaléncia de 95,1% de 1gG
dengue-especifica entre as 405 amostras maternas testadas e verificou uma co-positividade de
IgG nos pares mae-cordao de 95,4% (LEITE et al., 2014).

Apesar dos elevados niveis de circulacdo do virus da dengue no Brasil e da alta

prevaléncia de IgG antidengue entre as gestantes brasileiras, particularmente na regido
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Nordeste, a cinética de declinio dos anticorpos antidengue materno-transferido durante os

primeiros anos de vida nas criancgas brasileiras ainda é desconhecida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil de imunidade materna a dengue, a transferéncia placentaria e cinética

de anticorpos dengue especificos materno-transferidos e sua relacdo com a atividade ADE

(Antibody dependent enhancement) em uma coorte de criangcas no Nordeste do Brasil,

seguidas no primeiro ano de vida, entre 2011 e 2014.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

Estimar a prevaléncia sorotipo especifica nas gestantes e comparar os titulos de
anticorpos sorotipo especificos nos pares de amostras méae-cordao;

Determinar e comparar os titulos de anticorpos IgG dengue-especificos, das subclasses
de 19gG (IgG1 e 1gG4) dengue-especificas e dos niveis de IgG total nos pares mée-
cordao;

Investigar a relacdo entre niveis de 1gG total maternos e imunidade materna prévia a
dengue na transferéncia de 1gG total e anticorpos antidengue ao neonato;

Estimar a taxa de declinio dos anticorpos 1gG dengue-especificos em uma subamostra
dos lactentes da coorte acompanhadas durante o primeiro ano de vida;

Estimar a taxa de declinio dos anticorpos neutralizantes sorotipo especificos em uma
subamostra dos lactentes da coorte acompanhadas durante o primeiro ano de vida;
Determinar a cinética de atividade ADE dos anticorpos antidengue materno

transferidos em uma subamostra de criancas acompanhadas ate o primeiro ano de vida.
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4 MATERIAIS E METODOS

Essa pesquisa é parte de um estudo de coorte de nascimento prospectivo conduzido
entre margo de 2011 e junho de 2014 em um hospital de referéncia na cidade do Recife. O
estudo incluiu dois delineamentos: um estudo de corte seccional, para caracterizacdo da
imunidade antidengue sorotipo especifica nas gestantes e da transferéncia placentaria de
anticorpos antidengue ao neonato; e um estudo longitudinal, prospectivo, para avaliar a
cinética dos anticorpos antidengue materno-transferidos e sua relacdo com a atividade ADE
mensurada ex vivo em uma subamostra das crianc¢as incluidas na coorte, em diferentes faixas

etarias.

4.1 Caracteristicas da area de estudo

A coorte de nascimento foi estabelecida no Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP). O IMIP é um centro de referéncia assistencial em diversas
especialidades médicas, que atende a populacdo usuaria do Sistema Unico de Salde (SUS),
além de ser centro de formacao e treinamento de profissionais de saude na Regido Nordeste
do pais. A area de estudo compreende a cidade do Recife, Pernambuco, com uma populacao
de 1.561,659 habitantes, composta de 94 bairros, distribuidos em seis regides politico-
administrativos chamadas de Distritos Sanitarios (DS) (IBGE, 2010). No municipio, um
inquérito soroldgico de base populacional constatou que cerca de 90% da populacdo adulta
apresentava marcadores de infeccdo prévia pelo virus dengue, sugerindo elevados niveis de
transmissao na cidade (BRAGA et al., 2010). O nimero de nascidos vivos foi de 21,796, em
2010 (BRASIL, 2013).

No estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil, e particularmente na cidade do
Recife, os registros de ocorréncia de dengue datam de 1987. Desde entdo, o estado tem
experimentado graves epidemias da doenca, com registros de circulacdo dos sorotipos DENV-
1, 2, 3 e 4, seguindo a mesma dinamica de introducdo e circulagcdo dos sorotipos observada no
restante do pais (CORDEIRO et al., 2007; MONTENEGRO et al., 2006). No ano de 2015,
foram registrados 99,938 casos de dengue distribuidos em 185 municipios do Estado, o que
representa um aumento de 549,7% em relagdo ao nimero de casos notificados no mesmo
periodo no ano de 2014 (PERNAMBUCO, 2015). A cidade do Recife foi 0 municipio com
maior nimero de registros da doenga, totalizando um nimero de 22,545 casos notificados.

Todos os sorotipos virais foram isolados no estado em 2015.



43

4.2 Recrutamento e critérios de inclusao e exclusao

O recrutamento das gestantes, que constituiram a linha de base desse estudo, foi
realizado na maternidade e no setor de pré-natal do Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP), no periodo de marco de 2011 a maio de 2012. Os critérios de
inclusdo foram: gestantes de baixo risco, residentes no Recife. Foram excluidas as gestantes
de alto risco, ndo residentes na cidade do Recife ou que pretendiam se mudar no periodo de

um ano e que ndo concordaram com o seguimento do recém-nascido.

4.3 Tamanho da amostra

O célculo amostral para o estudo de coorte foi feito utilizando formula para célculo
de tamanho de amostra para estimativa de propor¢des e considerando uma taxa bruta anual de
nascimento de 1,5% no Recife, uma incidéncia de dengue de 0,05 e margem de erro (ME) de
0,05, obtendo-se um n=300 gestantes. Considerando um percentual de 25% de perdas durante
0 recrutamento e o seguimento da coorte, foram recrutadas inicialmente >375 gestantes.

Para o estudo de imunidade antidengue sorotipo especifica nas gestantes,
transferéncia placentaria de 1gG dengue-especifica e cinética de anticorpos materno-
transferidos o célculo do tamanho da amostra foi feito para se estimar uma diferenca de
proporcdes (prevaléncia de anticorpos) para o declinio dos anticorpos materno transferidos na
ordem de 90 a 70% do 2° ao 6° més de vida, com um valor de alfa de 5% e beta de 20%,
obtendo-se um n=72 criancas em cada grupo. Considerando um percentual de 30% de perdas
durante o seguimento da coorte, foram incluidos no estudo, no minimo, 100 criancas em cada
grupo.

Para o estudo da cinética de neutralizacdo e atividade ADE, foi selecionada uma
subamostra aleatdria de espécimes de soro de criancas representativa dos seguintes periodos:
ao nascimento (corddo umbilical), 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12° meses, sendo 30 amostras de soro
para cada ponto no tempo, o que totaliza um n de 210.
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4.4 Coleta de dados

4.4.1 Linha de base da coorte

As gestantes foram contatadas durante o ultimo trimestre da gestacdo, no momento da
consulta no pré-natal, ou no momento da admissdo para o parto na maternidade, para a
obtencdo do consentimento informado e a realizacéo de entrevista para levantamento de dados
pessoais e historia reprodutiva. As gestantes contatadas no pré-natal e que aceitaram participar
da pesquisa foram referenciadas a maternidade do IMIP para o parto.

No momento de admissdo para o0 parto na maternidade, uma amostra de sangue venoso
da mée foi obtida em tubos de coleta de sangue a vacuo, com gel separador ativador de
coagulo, para obtencdo do soro. Igualmente, uma amostra de sangue do corddo umbilical foi
coletada, por gotejamento, imediatamente apos o parto. Os tubos contendo as amostras foram
etiquetados com o0 nome do paciente, data e hora da coleta, acondicionados a uma temperatura
de 4°C e, posteriormente, transportados ao laboratério, onde foi submetido a centrifugacdo a
3,000 rpm por 5 minutos para separacdo do soro. As amostras de soro obtidas foram
aliquotadas em criotubos, rotuladas e acondicionadas em freezer a -70°C.

Apds o parto, dados maternos sobre sintomas clinicos, episodio de dengue recente e/ou
recordatério de episodios febris recentes foram obtidos mediante entrevista. Dados clinicos do
neonato tais como peso ao nascer, Apgar e sexo, também foram coletados mediante consulta
ao prontuario da crianca.

Um total de 934 gestantes de baixo risco foi admitido para o parto no IMIP durante o
periodo de recrutamento da linha de base da coorte (Margo/ 2011 a Maio/ 2012). A figura 3
apresenta o fluxograma do recrutamento das gestantes durante o estudo. Das 934 gestantes
que atendiam aos critérios de inclusdo, 417 foram recrutadas. Duas gestantes foram
transferidas e realizaram o parto em outras maternidades, totalizando um n de 415 parturientes
examinadas e incluidas no estudo. Entre essas, 405 amostras de sangue materno e 380
amostras de sangue do cord@o umbilical foram coletadas (Figura 3). No total, 376 amostras de

sangue pareadas mée-corddo foram recrutados e inseridos nessa pesquisa.
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Figura 3 - Fluxograma de recrutamento das participantes do estudo.
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4.4.2 Seguimento da coorte de criangas

As criancas da coorte foram acompanhadas durante os primeiros 24 meses de vida, a
contar a partir da data de nascimento. As criancas foram divididas em dois grupos de forma
aleatoria e avaliadas em momentos programados: no 2°, 6°, 10° e 18° més de vida, para as
criancas inseridas no Grupo 1; e no 4°, 8°, 12° e 24° més, no Grupo 2 (Figura 4). Durante as
avaliacGes programadas, foram coletados dados clinicos da crianca (interrogatorio
sintomatoldgico, calendario vacinal e dados antropométricos), com énfase na historia de
quadros febris agudos ocorridos no periodo entre as avaliacbes. Além disso, em cada
avaliacdo foi realizada a coleta de uma amostra de sangue venoso, de cerca de 2mL, para a
realizacdo dos testes soroldgicos. No total, 415 gestantes foram recrutadas para a pesquisa e
tiveram suas criancas acompanhadas. No grupo 1, um n de 212 crian¢as foram acompanhadas,

enguanto no grupo 2 foram avaliadas um n de 203 criangas.



Figura 4 — Fluxograma do seguimento da coorte.
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FONTE: BRAGA et al. (2016)
NOTA: Adaptado e traduzido pela autora.

4.4.3 Populacao de estudo

A determinagdo da imunidade materna ao DENV e a transferéncia placentéaria de
anticorpos IgG total e dengue-especificos ao neonato foram investigados nas 376 amostras
pareadas méae-cordao recrutados durante a linha de base da coorte.

A avaliacdo da cinética dos anticorpos antidengue materno transferidos foi conduzida
em uma subamostra das criancas incluidas na coorte, em diferentes faixas etarias. Foram
incluidas criancas nascidas de maes que possuam imunidade monotipica para 0 DENV-3,
mensurada durante o parto. Foram excluidas as amostras de criancas que possuam evidéncias
soroldgicas de infecgdo recente pelo virus dengue, mensuradas por detec¢do de IgM e/ou RT-
PCR.
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4.5 Descricdo dos principais procedimentos laboratoriais

Os testes laboratoriais para determinacdo da imunidade sorotipo especifica ao DENV

nas amostras inseridas no estudo foram realizados no Laboratorio de Virologia e Terapia

Experimental (LaViTE), do CPgAM. Os ensaios para deteccdo de 1gG e subclasses de IgG

(IgG1 e 1gG4) dengue-especificos, a quantificacdo dos niveis de IgG total e os ensaios de

ADE foram conduzidos no Center for Vaccine Research, na Universidade de Pittsburgh,

Estados Unidos da América (EUA). O quadro 5 apresenta uma sintese das medidas de

laborat6rio mensuradas no estudo.

Quadro 5 - Descricdo das medidas laboratoriais mensuradas no estudo.

Tipo de anticorpo

Ensaio laboratorial

Descricéo

IgG DENV-

especifico

Ensaio imoenzimatico
in house do tipo ELISA

Anticorpos da classe IgG que possuem a capacidade de se
ligar a diferentes antigenos expostos na superficie da
particula viral (E, prM/M);

Né&o diferencia anticorpos que possuem ou nao a
habilidade de neutralizar o virus;

Néo distingue quanto a especificidade sorotipo-especifica;

N&o distingue quanto a subclasse de 1gG especifica.

Subclasse de 1gG
(1gG1 e 1gG4)
DENV-especifico

Ensaio imoenzimatico
in house do tipo ELISA

Anticorpos da classe 1gG que possuem a capacidade de se
ligar a diferentes antigenos expostos na superficie da
particula viral (E, prM/M);

Diferencia quanto a subclasse de 1gG especifica (IgG1 ou
1gG4).

Né&o diferencia anticorpos que possuem ou nao a
habilidade de neutralizar o virus;

Néo distingue quanto a especificidade sorotipo-especifica;

1gG total Ensaio imoenzimatico Anticorpos da classe IgG totais;
in house do tipo N&o diferencia anticorpos antigeno-especificos.
ELISA, quantitativo
Anticorpos Teste de neutralizacdo Anticorpos que possuem a habilidade de neutralizar a

neutralizantes

dengue-especificos

por reducdo do nimero
de placas (PRNT)

infeccdo viral, em sua maioria direcionados a proteina E
da particula viral;

Diferencia quanto ao sorotipo de DENV (DENV1-4);
Néo distingue quanto a subclasse de IgG especifica (IgG1
ou lgG4).

NOTA: Elaborado pela autora.
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4.5.1 Deteccdo de IgG e subclasses de 19gG1 e IgG4 dengue-especificos

As amostras de soro foram testadas para deteccdo e determinacdo dos titulos de
anticorpos 1gG e das subclasses de IgG1 e 1gG4 dengue-especificas através de ELISA do tipo
sanduiche, com procedimento in house. Em sintese, placas de poliestireno de 96 poc¢os
(Corning, New York) foram sensibilizadas com 50uL de anticorpo monoclonal 4G2 (anti-
envelope Flavivirus-especifico), diluido a uma concentracdo de 1pg/ml em tamp&o carbonato/
bicarbonato (0.2M, pH 9.4), e incubadas overnight a 4°C. Em seguida, as placas foram
lavadas com tampéo de lavagem (Tampéo fosfato salino [PBS] contendo 0.1% Tween-20; pH
7.4) e blogueadas com 5% NFDM (Non-fat dry milk) (BIORAD, USA) por 1h a 37°C. Ap0s
lavagem, um pool de antigeno para DENV (sorotipos 1-4, preparados em células de inseto
C6/36; cada sorotipo foi adicionado a niveis equivalentes de antigeno) diluido em 1%
NFDM/PBS foi adicionado a cada poco e as placas foram incubadas por 2h a 37°C. As placas
foram novamente lavadas e amostras de soro diluidas serialmente (Dilui¢es iniciando em
1:1,000 para IgG total e 1gG1 dengue-especificos; e em 1:50 para IgG4 antidengue) foram
adicionadas e as placas incubadas overnight a 4°C. Soros de individuos imune e ndo-imune a
DENV foram incluidos como controles positivo e negativo, respectivamente. Apds lavagem,
as placas foram incubadas por 1h a 37°C com o0s seguintes anticorpos anti-lgG humano
conjugado a peroxidase (HRP), diluido em 1% NFDM/PBS: anti-lgG humano conjugado-
HRP (Jackson ImmunoResearch, PA, USA) diluido a 1:96,000, para deteccdo de IgG dengue-
especifico; anti-lgG1 humano conjugado-HRP a 1:4,000, para deteccdo 1gG1l antidengue;
anti-lgG4 humano conjugado-HRP a 1:4,000, para deteccdo 1gG4 antidengue (ambos da
Invitrogen, USA). Ap6s ultima lavagem, 50uL do substrato TMB (tetrametilbenzidina)
(Thermo Scientific, USA) foi adicionado. A reacdo foi parada pela adi¢do de 25uL de solugéo
para interrupcdo (Acido fosforico) e a absorbancia foi lida a um comprimento de onda de 450

nm, usando leitor de placas de ELISA.

4.5.2 Quantificacdo dos niveis de 1gG total

Os niveis de IgG total nos pares de amostras mae-corddo foram determinadas por meio
de ensaio imunoenzimatico, com procedimento “in house”. Em sintese, microplacas de
poliestireno de 96 pocos (Corning, New York) foram sensibilizadas com 50uL de anticorpo
monoclonal purificado anti-IgG humano (todas as subclasses) (Invitrogen, USA) diluido em

tampdo carbonato/ bicarbonato (0.2M, pH 9,4) a uma concentracdo de 2,5ug/ml. Apos
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lavagem com tampéo de lavagem (Tampéo fosfato salino [PBS] contendo 0.1% Tween-20;
pH 7.4), as placas foram bloqueadas com 5% de albumina do soro bovino (BSA) (Sigma,
USA) em PBS, por 1 hora a 37°C. As placas foram novamente lavadas e 50ul das amostras de
soro e de uma solucdo 1gG humana purificada de concentragcdo conhecida (Sigma, USA),
ambos diluidos em tampédo de diluicdo (1% BSA/ PBS), foram adicionados a placa, em
duplicata. Amostras de soro foram adicionadas a uma dilui¢do de 1;100.000. Uma curva de
concentracdo com 10 pontos foi estabelecida com a 1gG humana purificada, com limite de
deteccdo de 0.976 - 500ng/mL. Apoés incubacdo por 2 h a 37°C e trés lavagens adicionais,
50ul de anti-lgG humana conjugada a peroxidase (Jackson ImmunoResearch, PA, USA)
diluida a 1:48.000 em tampéao de diluicdo foi adicionado a cada poco e as placas foram
incubadas por 1h a 37°C. Apos Ultima lavagem, 50uL do substrato TMB (tetrametilbenzidina)
(Thermo Scientific, USA) foi adicionado. A reacdo foi parada pela adi¢do de 25uL de solugédo
para interrupcdo (Acido fosforico) e a absorbancia foi lida a um comprimento de onda de 450
nm. A concentracdo de IgG total foi estimada interpolando os valores obtidos em cada
amostra na curva padrdo gerada com a IgG humana purificada de concentracdo conhecida.
Uma amostra de soro normal (Soro humano do tipo AB; MP, USA) foi incluido em cada
placa e usado como controle interno para o teste. Os resultados obtidos em cada amostra de
soro foram validados se a concentragdo do soro normal, mensurado em cada experimento

independente, estivesse dentro do coeficiente de variacdo de 20% (7.4-11.2mg/ml).

4.5.3 Determinacdo da imunidade sorotipo-especifica ao DENV

O perfil imune sorotipo-especifico das amostras de soro dos pares mée-corddo e das
criancas inseridas no estudo foi determinado atraves do teste de neutralizacdo por reducdo do

namero de placas (PRNT).

4.5.3.1 Manutencéo da Cultura Celular

Foram utilizadas celulas da linhagem Vero (Rim de macaco verde africano),
propagadas em garrafas de cultivo de células (T75) a cada 3-4 dias, utilizando-se 0 meio de
cultura MEM (Minimal Essential Medium) (GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (GIBCO) e antibidticos penicilina/estreptomicina a 1% (Invitrogen). As
garrafas de células foram mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera 5% de dioxido de
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carbono (CO2). As células Vero foram mantidas durante todo o experimento e utilizadas para
0 crescimento de virus e preparagdo das placas para o teste de neutralizacao.

Para a preparacdo das placas, a contagem das células Vero foi efetuada em cAmara de
Newbauer, utilizando-se o corante vital Trypan blue (SIGMA). Em seguida, suspensdes de
células Vero a uma densidade de 300.000 células/mL foram distribuidas em placas de 24
pocos (NUNC), no volume de 0,5 mL por poco. As placas foram mantidas em estufa a 37°C,

a uma atmosfera 5% de CO2 durante 48 horas até a realizagéo do teste PRNT.

4.5.3.2 Preparacdo dos Estoques dos Virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4

As amostras de DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 pertencem a colec¢do de virus
do LaViTE e correspondem a amostras de virus isolados nas epidemias ocorridas no estado de
Pernambuco, doadas pelo Laboratorio Central de Saude Publica de Pernambuco (LACEN-
PE). Os isolados utilizados foram: DENV-1 (PE/97-42735), DENV-2 (PE/95-3808), DENV-3
(PE/02-95016) e DENV-4 (PE/10-0081). Amostras de cada sorotipo foram inoculadas em
células Vero, crescidas em garrafas T75, mantidas em meio MEM (GIBCO), suplementado
com 2% de soro fetal bovino (GIBCO) e 1% penicilina/estreptomicina, e incubadas a 37°C
em 5% CO2, a uma multiplicidade de infec¢do (moi) de 0.1, por 5-6 dias a 37°C in 5% CO2.
As suspensdes de células contendo os virus foram submetidas ao congelamento e
descongelamento e, em seguida, centrifugadas a 2,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes contendo as particulas virais foram coletados, distribuidos em criotubos em
aliquotas de 0,5 mL e estocadas a -80°C. Cada suspensdo viral foi titulada por ensaio de placa,
utilizando células da linhagem VERO, para determinar a diluicdo adequada para o teste,
devendo conter entre 30 e 100 unidades formadoras de placa (UFP).

4.5.3.3 Soroneutralizacéo por reducdo do nimero de placas (PRNT)

Inicialmente, as amostras de soro dos foram inativadas por 30 minutos em banho-
maria a 56°C. Em seguida, foi realizada a dilui¢do do soro (1:20, 1:80, 1:320 e 1:1280) em
MEM utilizando-se microplacas de 96 pocos (NUNC), no volume final de 120ul, sendo uma
placa para cada sorotipo viral. Apos a diluicdo, 120ul da suspensao viral de DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4, previamente titulados, com uma concentracdo de aproximadamente
30 UFP/mL foram adicionados nas placas correspondentes a cada um dos sorotipos.
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Apos, incubacdo a 37°C, em 5% de atmosfera de CO> por 1 hora, o meio das placas de
24 pogos contendo as células Vero foi descartado e 50uLL de cada diluigao da mistura virus-
soro foi inoculado, em duplicata. As placas foram novamente incubadas a 37°C em 5% CO>
por 1 hora, para permitir a adsor¢do do virus. Apos este periodo, as células foram cobertas
com 500uL de meio semi-solido (MEM 10X concentrado, 10% de SFB, 10% de
carboximetilcelulose a 3%, 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de Fungizon). Em seguida,
as placas foram incubadas por 6-7 dias, a 37°C, em 5% de CO>. Apds incubagdo, 0 meio
semi-solido foi descartado das placas de 24 pocos e uma solugdo de formalina a 3,5M foi
adicionada (2mL por poco, incubadas por 1 hora) para fixacdo das células e inativacdo das
particulas virais. Apos, descarte da formalina, as células foram coradas com solucgéo (1:50) de
cristal violeta (0,5mL/poco). Por fim, as placas foram lavadas em &gua corrente e, apds

secagem, as placas formadas foram contadas manualmente.

4.5.3.4 Critérios de positividade e determinacao dos titulos de anticorpos

Amostras de soro que apresentaram reducdo de 50% ou mais no numero de placas
virais (PRNT50), na menor diluicdo de soro utilizada (1:20), em comparagdo com as amostras
dos virus inoculadas sozinhos, foram consideradas positivas. Amostras que ndo apresentaram
redugdo de, no minimo, 50% das placas virais na menor dilui¢do de soro utilizada (1:20)
foram consideradas negativas.

O percentual de neutralizacao foi calculado utilizando a férmula proposta por Vazquez

et al. (2003), apresentada a seguir:

%Reducdo = [1 — (P amostra / P virus controle)] x 100, onde P significa contagem de placas.
Para as amostras positivas, os titulos de anticorpos neutralizantes foram calculados, para cada
sorotipo, utilizando regressao nao-linear e os valores transformados para a escala logaritmica
(log10).
4.5.3.5 Validacéo dos resultados

Para garantir a acuracia e reduzir as variacbes intra e inter teste, todos os

procedimentos laboratoriais referentes ao teste de PRNT foram desenvolvidos pelo mesmo

técnico laboratorial. O teste foi executado seguindo um protocolo padronizado e conduzido de



52

maneira cega e independente, sem que o técnico tivesse conhecimento da caracterizacdo
sorologica prévia ou de informacgdes como idade e sexo do individuo.

Controles positivos (virus inoculado na auséncia de soro) e negativos (soro de
individuos sabidamente negativos, com caracteriza¢do soroldgica previamente determinada)
foram incubados para cada um dos virus. Po¢os com células ndo-infectadas também foram
utilizados como controle. Os critérios utilizados para validar o resultado do teste foram:
integridade da monocamada de células ndo-infectadas, pouca ou nenhuma reducdo na
contagem de placas dos soros negativos e apropriadas contagem de placas do controle positivo
(30-100 placas). Adicionalmente, foram utilizadas cepas virais isoladas de epidemias
ocorridas no Estado de Pernambuco para garantir uma melhor caracterizacdo do perfil

epidemioldgico da area.

4.5.4 Determinacdo dos niveis de anticorpos mediadores de amplificacdo da infeccao

(Enhancing activity — EA)

Os ensaios para deteccdo de anticorpos mediadores de EA ex vivo foram conduzidos

seguindo protocolo descrito por Guy et al. (2004), com algumas modificacGes.

4.5.4.1 Manutencdo da cultura de células da linhagem K562

Para a realizacdo dos ensaios de EA, foram utilizadas células derivadas de linhagem
monocitica eritro-leucémica humana K562 (ATCC), cultivadas em meio de manutencdo de
cultura [RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB), 1% penicilina/ estreptomicina, 1% de L-glutamina, 1% de aminoacidos ndo-essenciais,
1% triptose, 1% sodio piruvato e 0.5% de B-mercaptoetanol] em garrafas T75, mantidas em
estufa a 37°C, com atmosfera 5% de dioxido de carbono (CO2). Para reduzir as variacoes
intra- e inter-teste, todos os ensaios de atividade EA foram realizados utilizando células na
mesma passagem celular. Para tanto, as células foram cultivadas em numero suficiente e
aliquotas contendo um pool celular foram preparadas e estocadas a uma concentragdo de

0.5x10° células/ tubo, em atmosfera de nitrogénio liquido.
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45.4.2 Ensaios de EA

As células da linhagem K562 foram descongeladas e cultivadas em meio de
manutencdo a uma concentragdo de 0.2x10° células/ mL, em garrafas de cultura T25, a 37°C e
5% de CO2. Apos trés dias, células foram amplificadas em frascos T75 a uma de
concentracio de 0.2x10° células/ mL. Em seguida, as células foram cultivadas (37°C e 5%
CO») por 4 dias para garantir que a linhagem celular estivesse na fase estacionaria de
crescimento no dia da realizacdo do experimento. No quarto dia de cultura, um pool de células
foi preparado em tubos Falcon 50mL e a suspensdo centrifugada por 5 minutos a 1.200rpm.
Apbs duas rodadas de lavagens com meio de manuten¢do, a solucdo contendo as células foi
ajustada para uma concentracdo de 0.5x10° células/ mL, ap6s contagem utilizando Trypan
Blue. A solucdo contendo as células foi distribuida em tubos de 5mL estéreis (ImL/ tubo),
seguido de centrifugacdo por 5 minutos a 1.200rpm. Apds descarte do sobrenadante, as
células estavam prontas para infeccgéo.

As amostras de soro das criangas foram inativadas (30 minutos a 56°C) e misturadas a
suspensdo contendo DENV-2 (protétipo 16681; concentrado por ultracentrifugacdo), a uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0.02, de modo a atingir um dilui¢do final de 1:10.
Controle positivo (soro de individuo monotipico para DENV3) e negativo (Soro humano do
tipo AB; MP, USA: negativo para dengue por ELISA e PRNT) também foram incluidos. A
mistura virus-soro foi entdo incubada por 10 minutos a 37°C. ApGs incubacdo, a mistura
virus/soro foi inoculada em cultura de células K562, a uma concentracio de 1x10° células/mL,
e novamente incubada por 2 horas (37°C). Em seguida, as células foram cultivadas em meio
de crescimento. Apds dois dias, o percentual de células infectadas foi determinado por
citometria de fluxo, através de marcacgdo intracitoplasmatica de proteinas de DENV. Para
tanto, as células foram lavadas com tampao FACS (PBS, pH 7.4, contendo 2% soro bovino
fetal e 0.1% azida sodica). Em seguida, as células foram fixadas com o kit BD
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization (BD Biosciences) e, posteriormente, submetidas
a marcagao por 30 minutos a temperatura ambiente com o anticorpo monoclonal 2H2 (1gG2a
de camundongo reativo contra a proteina prM de todos os sorotipos de dengue). As células
foram entdo coradas com anticorpo anti-lgG2a de camundongo conjugado com Alexa fluor
488, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Apos lavagem com tampao FACS, foi realizada
a leitura no citometro de fluxo LSR Il (BD Biosciences) utilizando o programa FACS Diva
(BD Biosciences). Os dados foram analisados com o programa Flowjo versao 8.8.7 (Tree

Star, Inc). A atividade ADE foi determinada pela comparacéo entre o percentual de células
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infectadas mensurado na mistura virus-soro da crianca e aquele mensurado na mistura virus-

soro de individuo nao-imune.

4.6 Definicdo e categorizacdo das variaveis

O quadro 6 apresenta a definicdo e categorizacao das variaveis analisadas no estudo.

Quadro 6 - Definicéo e categorizacdo das variaveis do estudo.

VARIAVEL

DEFINICAO

CATEGORIZACAO

1gG DENV
19gG DENV titer

1gG1 DENV
IgG1 DENV titer

1gG4 DENV
1gG4 DENV titer

DENV 1
DENV 2
DENV 3
DENV 4
DV-1titer
DV-2titer
DV-3titer
DV-4titer

Resposta imune

ADE1
1gG total

ldade materna

Fumo

Infec_gest

Anticorpos IgG dengue-especificos

Titulo de anticorpos 1gG dengue-especificos (em escala
logaritmica)

Anticorpos da subclasse 1gG1 dengue-especificos

Titulo de anticorpos da subclasse 1gGl dengue-
especificos (em escala logaritmica)

Anticorpos da subclasse 1gG4 dengue-especificos

Titulo de anticorpos da subclasse 1gG4 dengue-
especificos (em escala logaritmica)

Anticorpos neutralizantes para o sorotipo DENV 1.
Anticorpos neutralizantes para o sorotipo DENV 2.
Anticorpos neutralizantes para o sorotipo DENV 3.

Anticorpos neutralizantes para o sorotipo DENV 4.

Titulo de anticorpos neutralizantes (em escala
logaritmica) para DENV-1.
Titulo de anticorpos neutralizantes (em escala
logaritmica) para DENV-2.
Titulo de anticorpos neutralizantes (em escala
logaritmica) para DENV-3.
Titulo de anticorpos neutralizantes (em escala

logaritmica) para DENV-4.

Presenca de anticorpos neutralizantes para um ou mais
sorotipos virais.

Percentual de células infectadas

Quantificacdo dos niveis de IgG total (mg/mL), expressos
em escala logaritmica

Idade em anos

Relato da gestante de habito de fumo durante a gravidez
atual

Ocorréncia de eventos infecciosos durante a gestacdo

1. Positivo/ 2. Negativo

Variavel continua

1. Positivo/ 2. Negativo

Variavel continua

1. Positivo/ 2. Negativo

Variavel continua

1. Positivo/ 2. Negativo
1. Positivo/ 2. Negativo
1. Positivo/ 2. Negativo
1. Positivo/ 2. Negativo

Variavel continua
Variavel continua
Variavel continua
Variavel continua
1. Monotipica/

2. Multitipica
Variavel continua

Variavel continua

Variavel continua
1. Sim/ 2. Nao

1. Sim/ 2. Nao
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atual, registrado mediante consulta ao prontudrio da Caso sim, descrever
gestante por enfermeiras treinadas
Cort_imuno Relato pela gestante de uso de imunossupressores ou 1. Sim/2. Nao

corticosteroides durante a gestacéo atual

Alt_placenta Presenca de alteragBes placentarias, registrada por 1.Sim/2. Nao
enfermeiras imediatamente apds o parto Caso sim, descrever
Peso_neo Peso do neonato ao nascimento (em gramas) Variavel continua
Sexo_neo Sexo do neonato 1. Feminino/ 2.
Masculino
Dengue_rec Presenca de marcadores de infec¢do recente pelo DENV 1. Sim/ 2. Nao

na gestacdo atual (IgM e/ou RT-PCR)

NOTA: Elaborado pela autora.

4.7 Analise dos dados

As principais caracteristicas dos pares mae-corddo foram descritas. A prevaléncia de
anticorpos 1gG antidengue, subclasses de 1gG1 e 4 dengue-especifica e anticorpos anti-dengue
sorotipo especificos nas gestantes e seus conceptos foi determinada. Os titulos dos anticorpos
IgG e subclasses 1gG1 e 1gG4 dengue-especificos e dos anticorpos DENV sorotipo-especifico
foram estimados através de regressdo ndo-linear e os valores obtidos transformados para
escala logaritmica (logl10). Titulos de anticorpos maternos e do corddao foram comparados
usando teste ndo-paramétrico para amostras pareadas de Wilcoxon, para os dados com
distribuicdo ndo-normal. Teste T para amostras pareadas foi utilizado para as distribuicdes
Gaussianas. A eficiéncia de transferéncia placentaria dos anticorpos foi mensurada como uma
razdo e calculada usando a seguinte formula: Taxa de transferéncia (TR) = (valor mensurado
na amostra corddo/ valor mensurado na amostra materna)*100. A associacdo entre 0s niveis
maternos e no corddo foram analisados através do coeficiente de correlacdo de Pearson e
Regressdo Linear. A andlise do declinio dos niveis de anticorpos materno-transferidos foi
realizada utilizando tesde de Kaplan-Meier. O nivel de significancia foi fixado em p< 0.05.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R programme para

Windows (versdo R 3.2.1) e o programa GraphPad Prism para Macintosh OS X (versao 6.0e).

4.8 Consideracdes éticas

As gestantes e parturientes foram esclarecidas sobre os objetivos da pesquisa e convidadas

a assinaram um Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a sua
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participacdo na pesquisa e a coleta de material bioldgico. Os resultados dos principais testes
laboratoriais realizados foram fornecidos de forma confidencial e entregues aos participantes
pessoalmente por um dos membros da equipe de pesquisadores. Esta pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ
(CEP/CPgAM/FIOCRUZ- 59/10; CAAE-0061.0.095.000-10) (Anexo A). A pesquisa também
recebeu aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP) (n. 2744, 26 de Dezembro 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacéo de estudo

Um total de 376 pares de amostra mae-cordao foi obtido durante o recrutamento da
linha de base da coorte e tiveram o perfil de transferéncia placentaria de anticorpos maternos
antidengue determinados.

As principais caracteristicas da populacdo de estudo encontram-se sumarizadas na
Tabela 1. A maior parte das gestantes recrutadas era jovem, com idade média de 23,75+ 6,23
anos. Um percentual de 90% das maes ndo relatou habitos de fumo durante a gravidez. A
ocorréncia de eventos infecciosos durante a gestagéo atual foi registrada em 42,2% das maes e
incluiram infeccdes do trato urinério (n=136), hepatite (n=1) e sifilis (n=5). A presenca de
alteracBes na membrana placentaria foi observada em 4,5% das maes (Tabela 1).

A distribuicdo da imunidade antidengue sorotipo especifica nas gestantes é
apresentada na Tabela 1. A maior parte das mées apresentava imunidade monotipica para o
sorotipo DENV-3 (53,7%) ou multitipica para a combinacdo DENV-3 e DENV-4 (30,6%).
Cerca de 10% das gestantes foi negativa para a presenca de anticorpos neutralizantes sorotipo
especificos. Com relacdo as caracteristicas dos neonatos, verificou-se maior frequéncia de
lactentes do sexo feminino (51,9%). A maior parte dos lactentes apresentou peso normal ao
nascer, com média de 3,301+ 370,07 gramas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Principais caracteristicas da populacdo de estudo

Caracteristicas n= 376
Materna
Idade (anos), média + DP 23,75+ 6,23
Relato de habitos de fumo durante a gravidez %, n (%) 35 (10,0)
Ocorréncia de eventos infecciosos durante a gravidez 2, n (%) 159 (42,2)
Uso de imunosupressores ou corticosterdides durante a gravidez, n (%) 17 (4,5)
Presence de alteracdes placentérias, n (%) 17 (4,5)
Imunidade prévia a DENV 3, n (%)
Monotipica
DENV3 202 (53,7)
Multitipica
DENV3/ DENV4 115 (30,6)
Outras combinages de sorotipos 20 (5,3)
Neonato
Peso ao nascer (gramas), média £ DP 3,301+ 370,07
Sexo feminino, n (%) 195 (51,9)

FONTE: Elaborado pela autora

NOTA: 127 informagdes faltantes
2 Ocorréncia de eventos infecciosos durante a gravidez foi registrada por enfermeiras treinadas
3 Imunidade prévia a DENV foi determinada por PRNT

5.2 Transferéncia placentaria de anticorpos dengue-especificos

O percentual de amostras maternas e do corddo umbilical com niveis detectaveis de
IgG dengue-especifica, subclasses de 1gG1 e IgG4 e anticorpos sorotipo especificos (DENV1-
4) sdo apresentados na Tabela 2. Cerca de 100% das gestantes incluidas no estudo
apresentavam anticorpos 1gG dengue-especificos e o0s niveis desses anticorpos foram
significativamente mais elevados nas amostras do corddo umbilical (4,99+0,63) do que nas
correspondentes amostras maternas (4,82+0,61) [Taxa de Transferéncia (TR) = 103,8%;
p<0,05].

Com relacdo a transferéncia placentaria de anticorpos neutralizantes sorotipo
especificos, pode-se observar uma correlacdo positiva entre os niveis de anticorpos maternos e
do cord@o umbilical para os sorotipos DENV-3 (r=0,8479, p<0,0001) e DENV-4 (r=0,7986,
p<0,0001). Igualmente, os titulos de anticorpos foram mais elevados nas amostras dos
neonatos do que nas correspondentes amostras maternas para os sorotipos DENV-3 (TR =
108,2%; p<0,05) e DENV-4 (TR= 110,3%; p<0,05). Ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os niveis de anticorpos para os sorotipos DENV-1 (TR= 103,6%; p=0,539) e
DENV-2 (TR=92,7%; p=0,234) nos pares mae-corddo analisados (Tabela 2).
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A analise da transferéncia placentaria das subclasses de IgG dengue-especificas foi
focada nas subclasses 1gG1 e 1gG4, devido a sua provavel relacdo com a imunopatogénese da
dengue grave e em virtude de sua maior eficiéncia de transferéncia materno-fetal quando
comparada as demais subclasses. Pode-se observar que mais de 90% das mées 1gG positivas
apresentaram niveis detectaveis da subclasse 1gG1 dengue-especifica e que essa subclasse foi
eficientemente transferida ao neonato (TR = 103,3, p<0,05; Tabela 2). A subclasse 1gG4 foi
detectada em cerca de 65% das amostras maternas. No entanto, niveis de IgG4 foram
significantemente menores nas amostras dos neonatos quando comparado as amostras
maternas (TR=97%; p<0,05), sugerindo que esta subclasse ndo foi transferida de forma

eficiente quando comparada a subclasse IgG1 (Tabela 2).
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Tabela 2 - Transferéncia placentaria de anticorpos IgG dengue-especificos, anticorpos neutralizantes sorotipo-especificos (DENV1-4) e subclasses de 1gG1 e IgG4 dengue-

especificos em 376 pares mae-cordao.

Mées (n=376)

Cordao umbilical (n=376)

Transferéncia

Ensaio laboratorial A mo;tl;as tc,om_ Titulo de anticorpos 2\ mogtrtas tc,om_ Titulo de anticorpos ~ Placentaria (%), Valor de p
e oy " (1og10), mediaz DP  "V*'° EUCEVES (1og10), media + DP media
IgG DENV-especifica 373 (99,2) 4,82+0,61 372 (98,9) 4,99+0,63 103,8 <0,053
Imunidade a DENV?
DENV-1 17 (4,5) 1,47+0,24 22 (5,8) 1,48+0,16 103,6 0,539
DENV-2 10 (2,6) 1,51+0,31 9(2,4) 1,37+0,10 92,7 0,2343
DENV-3 333 (88,5) 2,47+0,66 340 (90,4) 2,63+0,69 108,2 <0,053
DENV-4 127 (33,7) 1,56+0,44 151 (40,1) 1,70+0,46 110,3 <0,053
Subclasses de 1gG
DENV-especifica
IgG1 353 (94,6) 4,31+0,64 354 (95,6) 4,40+0,64 103,3 <0,05°
1gG4 241 (64.2) 2.56+0,51 213 (56.9) 2,53+0,53 97.0 <0,05

FONTE: Elaborado pela autora.

NOTA: Taxa de transferéncia placentaria = (valor na amostra do cordao umbilical/valor na amostra materna ) x 100. Calculo de TR inclui apenas 0s pares positivos.

2Imunidade a dengue foi determinada por PRNT

3Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (amostras pareadas)

“Teste t para amostras pareadas
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5.3 Transferéncia placentaria de 1gG total e influéncia dos niveis de 1gG total maternos na

transferéncia placentaria de anticorpos dengue-especificos

Os niveis de 1gG total foram quantificados nas amostras maternas e do corddo umbilical.
Observou-se uma correlacao positiva entre niveis de IgG total nas amostras maternas e do cordao
umbilical (r=0,3295, p<0,0001; Grafico 1A). Em seguida, a influéncia dos niveis de IgG total
maternos na transferéncia placentaria de anticorpos ao neonato foi analisada. Pode-se observar
que altos niveis de 1gG total maternos estiveram significativamente associados a uma reducgdo na
taxa de transferéncia desses anticorpos ao neonato (r= -0,5509; p<0,0001; Grafico 1B). Em
seguida, foi analisada a correlacdo entre niveis de 1gG total materna e a transferéncia placentaria
de anticorpos dengue-especificos (Grafico 2). Os niveis de IgG total maternos foram
negativamente correlacionados com a taxa de transferéncia de anticorpos neutralizantes para o
sorotipo DENV-3 (r= -0,1262, p=0,021) e a subclasse 1gG4 dengue-especifica (r= -0,1359,
p=0,0562). Niveis de 1gG total materna ndo estiveram associadas a transferéncia de 1IgG DENV-
especifica (r= -0,01157, p=0,8298) e de subclasse de 1gG1l dengue-especifica (r= -0,05482,
p=0,3498).



Gréfico 1 - Niveis de IgG total em 376 pares mae-cordéo.

A

Niveis de IgG total no cordao (mg/ml) log10

= 0.3295
p<0.0001

Niveis maternos de IgG total (mg/ml) log10

TR de IgG total

600+

= 40.5509
p<0.0001

Niveis maternos de IgG total (mg/ml) log10

1:2

FONTE: Elaborado pela autora

LEGENDA: A, Correlacdo entre niveis de 1gG total nas amostras maternas e do corddo umbilical;
B, Correlacdo entre niveis de 1gG total maternos e taxa de transferéncia placentéaria de 1gG total ao neonato.

63



64

5.4 Influéncia da imunidade materna prévia a dengue na transferéncia placentaria de

anticorpos dengue-especificos ao neonato

Os dados da analise da associacdo entre a imunidade materna prévia a dengue e a
transferéncia placentéria de anticorpos dengue-especificos ao neonato sdo apresentados na Tabela
3. As taxas de transferéncia placentaria de anticorpos 1gG dengue-especificos (p=0,0271) e de
anticorpos neutralizantes para o sorotipo DENV-3 (p=0,044) foram significativamente menores
em méaes imunes a mais de um sorotipo viral (multitipica) quando comparado as mées expostas a
apenas um sorotipo do DENV (monotipica). Um padrdo similar foi observado para transferéncia
das subclasses de IgGl e IgG4 dengue-especificas, embora sem associacdo estatisticamente

significante (Tabela 3).

Tabela 3 - Transferéncia placentaria de anticorpos dengue-especificos e sua relagdo com perfil imune materno ao
virus dengue.

Sorologia Taxa de transferéncia’, mediana (range) Valor
g Monotipica? Multitipica? de p?
IgG DENV-especifica 103,9 (68,4 —141,9)  101,7 (75,3 —137,7) 0,02

Anticorpos neutralizantes para o 106,8 (395 1925)  104,3 (72,1 146,5) 0.04

DENV-3
Subclasses de 1gG dengue-especificas
IgG1 103,5 (76,0 - 175,4)  103,1 (73,8 — 137,3) 0,36
9G4 98,0 (56,9 — 161,0) 95,1 (60,0 — 127,6) 0,16

FONTE: Elaborado pela autora.

NOTA: 1Taxa de transferéncia placentaria = (valor na amostra do corddo umbilical/valor na amostra materna) x 100
2Imunidade a dengue foi determinada por PRNT: Monotipica, imune a apenas um sorotipo do DENV;
Multitipica, imune a dois ou mais sorotipos do DENV.
3Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney

5.5 Fatores potencialmente associados a reducéo na transferéncia placentaria de anticorpos
dengue-especificos ao neonato

A associacdo entre fatores potencialmente envolvidos na reducdo da transferéncia
placentaria de anticorpos dengue-especificos ao neonato foi analisada (Tabela 4). A ocorréncia de
infeccdo por dengue na gestacdo atual (TR= 99,72; p= 0,0297) e baixo peso neonatal ao nascer
(TR= 94,21; p= 0,0134) foram significativamente associados a uma redugdo na transferéncia

placentaria de anticorpos dengue-especificos da subclasse IgG1 (Tabela 4). A idade materna,
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presenca de alteracbes na membrana placentaria, relato de habitos de fumo e ocorréncia de
eventos infecciosos durante a gravidez atual ndo estiveram associados a reducdo nas taxas de

transferéncia placentaria de 1gG dengue-especifico e das subclasses de IgG1 e IgG4 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Fatores potencialmente envolvidos na reducdo da transferéncia placentaria de anticorpos dengue-especificos ao neonato.
Taxa de Transferéncia Placentariat

Caracteristicas IgG DENV-especifica IgG1 DENV-especifica 1gG4 DENV- especifica
n
Média Valor de p Meédia Valor de p Média Valor de p
Idade materna, anos 104,19 0,3694 102,09 0,5337 98,50 0,3143
<20 141 103,65 104,16 96,30
>20 235
Relato de habitos de fumo durante
a gravidez
Néo 314 103,73 0,1901 103,31 0,9129 96,98 0,8667
Sim 35 105,45 104,67 96,25

Ocorréncia de eventos infecciosos
durante a gravidez?

Néao 217 104,23 0,4397 104,57 0,1299 97,12 0,4322
Sim 159 103,33 101,83 96,88
AlteracGes placentaria?
Né&o 359 104,02 0,0719 103,40 0,2533 97,09 0,5372
Sim 17 100,25 103,21 95,78
Infecgéo recente por dengue?
Né&o 335 103,91 0,1610 103,88 0,0297 97,42 0,3596
Sim 41 103,30 99,72 93,16
Peso neonatal ao nascer, gramas
<2.500 5 104,14 0,9377 94,21 0,0134 127,19 0,0978
>2.500 371 103,85 103,52 96,87

FONTE: Elaborado pela autora.

NOTA: Taxa de transferéncia placentaria = (valor na amostra do corddo umbilical/valor na amostra materna) x 100
2 Ocorréncia de eventos infecciosos durante a gravidez e alteracfes na membrana placentéaria foram registradas por enfermeiras treinadas
3Infeccdo recente por dengue foi determinada pela presenca de marcadores de infecgéo recente (IgM) nas amostras maternas.
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5.6 Cinética de anticorpos 1gG dengue-especificos materno-transferidos ao neonato

Para caracterizar a cinética de declinio dos anticorpos antidengue materno-transferidos, foi
selecionada uma sub amostra aleatéria e independente das amostras de soro da coorte, coletadas
no nascimento (corddo umbilical), no 2°, 4°, 6° 8° 10° e 12° més de vida, cujas maes
apresentavam imunidade monotipica ao DENV-3 no momento do parto e sem evidéncias
laboratoriais (IgM/ RT-PCR) de infeccbes pelo virus DENV dengue no periodo de
acompanhamento da coorte de dengue. A presenca de IgG dengue-especifica foi detectada em
100% das amostras de soro do corddo umbilical e se tornou indetectavel em 63,4%, 80% e 94%
das criancas no 6°, 8° e 12° més de vida, respectivamente (Grafico 2A). Em contraste, 0s niveis
de anticorpos neutralizantes para 0 DENV-3 foram detectadas em apenas cerca de 7% das
criancas no 6° més de vida, e foram indetectaveis em todas as amostras aos 8 meses de vida
(Grafico 2A). Uma correlacdo negativa foi observada entre idade e niveis de IgG dengue-
especifica (r=-0,777; p<0,0001) e de anticorpos neutralizantes para o sorotipo DENV-3 (r=-
0,734; p<0,0001). Os titulos de anticorpos dengue-especificos foram maiores ao nascimento
(4,87+0,54) e declinaram significativamente para 3,84+0,82, 1,32+1,77 e 0,27+1,04 no 2°, 6° e
12° més de vida, respectivamente (p<0,001; Grafico 2B). Os titulos de anticorpos neutralizantes
para 0 DENV-3 foram significativamente reduzidos de 2,35 £ 0,55, no momento do nascimento,
para 1,82 £ 0,58 e 1,03 £ 0,20 no 2° e 4° més de vida, respectivamente (p<0,001; Grafico 2C).



Gréfico 2 - Cinética de declinio dos anticorpos antidengue no primeiro ano de vida.
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FONTE: Elaborado pela autora.

LEGENDA: A, Proporg¢do de amostras positivas para IgG dengue-especifica e anticorpos neutralizantes (Nt) para DENV-3 de acordo com a idade;
B, Titulo de anticorpos para 1gG dengue-especifica (log10) em de acordo com a idade, em meses;
C, Titulo de anticorpos para anticorpos neutralizantes (Nt) para DENV-3 de acordo com a idade, em meses.
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5.7 Cinética de anticorpos antidengue materno-transferidos mediadores de

imunoamplificacéo da infeccéo (ADE) viral

A cinética de anticorpos antidengue materno-transferidos com a capacidade de mediar
imunoamplificacdo (ADE) da infeccdo por DENV in vitro foi analisada em amostras de criancas
nascidas de mées com imunidade ao DENV-3. Foram utilizadas amostras de soro minimamente
diluidas (1:10) para melhor refletir as condic6es in vivo. Pode-se observar que a atividade ADE
aumentou significativamente no 2° més de vida quando comparado ao nascimento (p<0,0001),
seguida por um rapido declinio no 4° més de vida (p=0,0035). Niveis de atividade ADE nao

foram detectados nas amostras de criancas com 6 meses de idade ou mais (Grafico 3).

Gréfico 3 - Cinética de anticorpos antidengue materno transferidos mediadores de atividade ADE da infecgdo por
DENV-2 em amostras de criancas nascidas de maes imunes a DENV-3.
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6 DISCUSSAO

Essa tese analisou o papel dos niveis de anticorpos maternos e da imunidade materna
prévia a dengue na transferéncia eficiente de anticorpos antidengue ao concepto e na cinética de
declinio dos anticorpos materno-transferidos em uma coorte de criancas estabelecida na cidade do
Recife, uma area de alta endemicidade de dengue na Regido Nordeste.

Nossos dados mostram que as gestantes incluidas no estudo possuiam, em sua maioria,
imunidade monotipica ao sorotipo DENV-3 e que esse perfil imune materno esteve associado a
eficiente transferéncia placentaria de anticorpos dengue-especificos ao neonato. lgualmente,
nossos dados demonstraram que niveis sub-neutralizantes de anticorpos antidengue materno-
transferidos, com a habilidade de mediar ADE, foram atingidos mais precocemente (2-4 meses)
na nossa populacgdo de estudo, quando comparados aos estudos conduzidos em lactentes de paises
asiaticos. Nossos achados possivelmente possuem implicagdes para a imunopatogénese da
dengue e, consequentemente, para o perfil epidemiologico da dengue em criancas durante 0s
primeiros meses de vida, no contexto brasileiro, onde tem se observado menor incidéncia de
dengue grave quando comparado ao observado em paises Asiaticos (HALSTEAD et al., 2002;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015; TEIXEIRA et al., 2013). Assim, os resultados
deste estudo fornecem informacdes relevantes para a avaliacdo da suscetibilidade e dindmica de
transmissdo da dengue nos primeiros anos de vida no cendrio epidemioldgico brasileiro.

As respostas de anticorpos possuem um papel dual durante a infeccdo por DENV,
podendo mediar mecanismos efetores imunopatogénicos e de protecdo (WAHALA et al., 2011).
Essa funcdo ambigua torna-se ainda mais evidente em lactentes nascidos de méaes imunes a
dengue. Inicialmente, a transferéncia placentéaria de anticorpos antidengue parece exercer papel
protetor a infeccdo pelo DENV durante os primeiros meses de vida da crianga. No entanto, esses
mesmos anticorpos podem potencializar a infeccdo por DENV através do mecanismo de ADE
quando seus titulos declinam para niveis sub-neutralizantes, o que favorece o surgimento das
manifestacdes graves da doenca (HALSTEAD et al., 2002; KLIKS et al., 1988; SIMMONS et al.,
2007). Os mecanismos envolvidos na transferéncia placentaria de anticorpos dengue-especificos
ao neonato permanecem parcialmente compreendidos.

Nossos achados mostraram que uma parcela substancial das gestantes inseridas em nossa

coorte apresentava imunidade antidengue — quase 100% - e que sua maioria possuia imunidade
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monotipica pelo DENV-3 (53,7%) ou a combinacdo de DENV-3/DENV-4 (30.6%). Embora a
presenca de maes imunes aos sorotipos DENV-1 e DENV-2 tenha sido detectada, esse grupo
representou apenas cerca de 5% dessa populacdo de estudo. Esses achados possivelmente
refletem o cenério de circulagdo dos diferentes sorotipos do DENV no Brasil nos ultimos 15 anos.
No Brasil, e na cidade do Recife, o sorotipo DENV-3 circulou de forma dominante entre 2002 e
2006, enquanto que a circulacao do sorotipo DENV-4 foi predominante ap0s a sua introducao no
ano de 2010 (CASTANHA et al.,, 2013; CORDEIRO et al.,, 2007; TEIXEIRA et al., 2013).
Ressalta-se que o perfil epidemioldgico sorotipo especifico observado na populagdo de gestantes
do nosso estudo € distinto do perfil observado em estudos de coorte de nascimento conduzidos
em paises Asiaticos, onde os quatro sorotipos do DENV circulam de forma simultdnea por mais
de cinco décadas e a maior parte das gestantes apresenta imunidade aos quatro sorotipos do virus
no momento do parto (CHAU et al., 2009; KHAMIM et al., 2015; PENGSAA et al., 2006;
SIMMONS et al., 2007).

A eficiente transferéncia placentaria de 1gG dengue-especifica materna ao concepto
encontrada na populacdo do nosso estudo, todas residentes na cidade do Recife, confirma os
achados de diferentes estudos em pares mdes-concepto conduzidos em paises Asiaticos e no
Brasil (ARGOLO et al., 2013; CHAU et al., 2009; KHAMIM et al., 2015; PENGSAA et al.,
2006; SIMMONS et al., 2007). Esses achados refletem o transporte ativo de IgG através da
placenta, um mecanismo imunolégico bem-caracterizado mediado por receptores FcRn
(ROOPENIAN et al., 2007). Igualmente, a eficiente transferéncia placentaria de anticorpos
neutralizantes para os sorotipos DENV-3 e DENV-4 foi confirmada. Devido ao reduzido
percentual de gestantes imunes aos sorotipos DENV-1 e DENV-2 no nosso estudo, ndo foi
possivel comparar o perfil de transferéncia placentéria entre os quatro sorotipos do DENV.

As quatro subclasses de 1gG (IgG1-4) podem ser detectadas em individuos imunes a
dengue (KORAKA et al., 2001; THEIN et al., 1993). Essas quatro subclasses de IgG dengue-
especificas possuem a habilidade de atravessar a membrana placentaria (WATANAVEERADE]
et al., 2003). No entanto, embora as subclasses 1gG2 e 1gG3 sejam encontradas em individuos
imunes ao DENV, o seu papel na mediacdo da patogénese e/ou protecdo a dengue permanece nao
esclarecido. Ao contréario, as subclasses IgG1 e IgG4 tém sido associadas a imunopatogénese da
dengue grave (KORAKA et al., 2001). Estudos demonstram que os niveis das subclasses 1gG1 e

IgG4 encontram-se significantemente elevados em individuos que apresentam as manifestagdes
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graves da doenca quando comparado aqueles que apresentam quadros mais leves (KORAKA et
al., 2001; THEIN et al., 1993). Adicionalmente, as subclasses IgG1 e a IgG4 possuem habilidade
de atravessar a barreira placentaria de forma mais eficiente quando comparado as demais
subclasses devido a sua maior afinidade de ligacdo ao receptor FcRn (ROOPENIAN et al., 2007;
STAPLETON et al., 2011). Por essa razdo, essa pesquisa focou na transferéncia das subclasses
IgG1 e 1gG4 dengue-especificas. Corroborando com os resultados de um estudo conduzido em
pares mée-corddo na Tailandia (WATANAVEERADEJ et al.,, 2003), nossos resultados
demonstraram que a subclasse IgG1l DENV-especifica foi transferida mais eficientemente ao
neonato do que a subclasse 1gG4. Possivelmente, a abundancia relativa de IgGl dengue-
especifica em relacdo as demais subclasses e sua maior afinidade ao receptor FcRn, quando
comparado a subclasse 19gG4, influenciaram a maior eficiéncia de transferéncia placentaria dessas
subclasses observada nesse estudo.

No nosso estudo, observou-se que 0s niveis maternos de 1gG total influenciaram
negativamente a transferéncia de anticorpos ao concepto, ou seja, quanto maior o nivel de IgG
total materno, menor a eficiéncia de transferéncia de anticorpos neutralizantes para o sorotipo
DENV-3 e da subclasse 1gG4 DENV-especifica. Vale salientar que esse mecanismo nao é
exclusivo de anticorpos associados a DENV. Diversos estudos tém demonstrado que a
transferéncia placentaria de anticorpos especificos para diferentes virus - incluindo sarampo,
herpes simples e varicela-zoster - também séo influenciados pelos niveis de IgG total maternos
(DE MORAES-PINTO et al., 1996; GONCALVES et al., 1999; HARTTER et al., 2000). Esse
efeito torna-se ainda mais evidente em médes que possuem hiperglobulinemia (DE MORAES-
PINTO et al., 1996; OKOKO et al., 2001). A reduzida eficiéncia de transferéncia placentaria na
presenca de altos niveis de IgG total maternos é explicada pela saturacdo dos receptores FcRn,
presentes em um ndmero limitado na membrana placentdria (ROOPENIAN et al., 2007).
Curiosamente, elevados niveis de 1gG total materno ndo influenciaram a transferéncia da
subclasse de 1IgGl DENV-especifica ao concepto. Possivelmente, a maior afinidade dessa
subclasse aos receptores FcRn influenciaram o processo de competicdo entre as subclasses,
favorecendo a transferéncia placentaria de IgG1 quando comparada ao 1gG4.

Nossos achados mostram que a presenca de imunidade materna a dengue exerceu um
papel na transferéncia de IlgG DENV-especifica e de anticorpos neutralizantes para 0 DENV-3 da

méae ao concepto. A transferéncia placentaria desses anticorpos foi significativamente reduzida



74

em maes que apresentavam multiplas exposicdes prévias aos sorotipos do DENV (perfil
multitipico) quando comparadas a maes que apresentaram infec¢éo prévia por apenas um sorotipo
do virus (perfil monotipico). Considerando que maes expostas a varios sorotipos de dengue
apresentam maiores niveis de anticorpos antidengue quando comparadas a maes com historico de
exposi¢do monotipica, € provavel que o mecanismo de competicdo pela interagdo com receptores
FcRn pode ter ocasionado a reducdo da transferéncia de 1gG dengue-especifico observada em
mées expostas a multiplos sorotipos de DENV.

A anélise do declinio dos anticorpos dengue-especificos materno-transferidos durante o
primeiro ano de vida demonstrou que niveis de anticorpos neutralizantes para o0 DENV-3
declinaram mais rapidamente quando comparados aos niveis de 1IgG DENV-especifica durante o
primeiro ano. Esses dados estdo de acordo com o observado em um estudo de coorte prospectivo
em criancas do Vietnd (CHAU et al., 2009), que mostrou reducdo mais acentuada dos niveis de
anticorpos neutralizantes quando comparado aos niveis de anticorpos que se ligam a particula
viral. Essas diferencas no declinio dos anticorpos neutralizantes (mensurados pelo PRNT) e dos
anticorpos que se ligam ao virus (IgG DENV-especifica, mensurado via ELISA) provavelmente
refletem a habilidade do ensaio de ELISA em detectar a ligacdo de 1gG a diferentes antigenos do
DENV (por exemplo, prM/M) expostos na superficie nos pocos das placas de ELISA
sensibilizadas com o virus, enquanto anticorpos neutralizantes sdo principalmente direcionados
para a proteina E (CHAU et al., 2009; WHITEHORN et al., 2011). Diferente do ensaio de
soroneutralizacdo, no qual sdo mensurados anticorpos com a capacidade de neutralizar o virus e
inibir sua infeccdo nas células, o ensaio de ELISA detecta tanto anticorpos com a capacidade de
mediar neutralizacdo como anticorpos capazes de se ligar a particula viral, mas ndo neutralizar
sua infectividade.

Em relacdo a analise da cinética dos anticorpos materno-adquiridos, o estudo revelou que
a perda de anticorpos neutralizantes para 0 DENV-3 na nossa coorte de criangas ocorreu mais
precocemente (>90%, no 4° més de vida) quando comparada a diferentes coortes asiaticas, nas
quais, na maioria das vezes, 0s niveis de anticorpos neutralizantes tornaram-se indetectaveis em
aproximadamente 80-90% das criancas no 9° més de vida (CHAU et al., 2009; PANHUIS et al.,
2011; PENGSAA et al., 2006).

A andlise da cinética de uma coorte de criancas em Bangkok, Tailandia, demonstrou que a

presenca de elevados niveis de anticorpos antidengue materno-adquiridos ao nascimento esteve
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associada ao mais rapido declinio desses anticorpos durante o primeiro ano de vida (PANHUIS et
al., 2011). Com base nessas evidéncias, e considerando que a transferéncia transplacentaria de
anticorpos antidengue aos conceptos € maior entre as maes com imunidade monotipica ao DENV,
é razoavel supor que as diferencas na cinética de declinio dos anticorpos antidengue maternos
observadas entre as criangas asiaticas e as crian¢as de nosso estudo possam estar relacionadas ao
perfil imune materno a dengue. Nas maes Asiaticas, que sdo em sua maioria imunes aos quatro
sorotipos do DENV e possuem niveis de anticorpos antidengue mais elevados dos que as maes do
nosso estudo (CHAU et al., 2009; KHAMIM et al., 2015; PENGSAA et al., 2006; SIMMONS et
al., 2007), a transferéncia transplacentaria de anticorpos antidengue é possivelmente menor
quando comparadas as mées do nosso local de estudo. Adicionalmente, € importante salientar que
0s receptores FCRn sdo as moléculas responsaveis pela reciclagem e manutencdo da I1gG na
circulagcdo sanguinea (ROOPENIAN et al., 2007). Assim, possivelmente, a presenca de altos
niveis de IgG maternos ao nascimento favorece uma maior competicdo para ligacdo de 1gG ao
FcRn o que pode ter influenciando o rapido declinio de anticorpos antidengue observados na
presenca de altos niveis de 1gG ao nascimento.

Diferentemente do observado no Brasil, a dengue grave constitui uma das principais
causas de morbidade e mortalidade em lactentes Asiaticos com menos de 1 ano de vida, nascidos
a partir de maes imunes a dengue (HALSTEAD et al., 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2015; TEIXEIRA et al., 2013). Nessa regifo, o declinio dos anticorpos antidengue
materno-transferidos a niveis subneutralizantes tem sido implicada como um fator de risco para a
ocorréncia de dengue grave em lactentes que experimentam uma infec¢do priméaria pelo DENV
devido ao mecanismo de ADE (HALSTEAD et al., 2002; KLIKS et al., 1988; SIMMONS et al.,
2007). O estudo do ADE em amostras provenientes de criangas com imunidade antidengue
materno-transferidas, mas sem evidéncias de infeccdo recente pelo virus, fornece as condicdes
ideias para o estudo do papel dos anticorpos na determinacdo da dengue grave, em virtude da
auséncia de memoria imunologica de células T e B, que exercem um papel na resposta imune nas
infecgdes secundarias (HALSTEAD, 2003).

Consistente com a reducdo acentuada dos anticorpos neutralizantes no primeiro ano de
vida, nossos dados mostram que o pico de atividade ADE mediada por anticorpos antidengue
materno-transferidos ocorreu mais cedo (~2-4 meses) nas criangas incluidas no nosso estudo.

Possivelmente, essa curta janela imunoldgica de deteccdo da presenca de anticorpos mediadores
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de ADE observada no nosso estudo reduz o periodo de tempo no qual o lactente estaria
vulneravel ao desenvolvimento de dengue grave se exposto a uma infeccdo primaria pelo virus.
Essa suposicao é de certo modo confirmada por dados do acompanhamento clinico das criangas
dessa coorte, que mostraram que nenhum nos 49 casos de dengue laboratorialmente confirmados
evoluiu para dengue grave (dados ndo publicados). Em contraste, estudos conduzidos em criancas
asiaticas mostram que cerca de 50% das criancas infectadas pelo virus evoluem para dengue
grave (CAPEDING et al., 2010; CHAU et al., 2010; SIMMONS et al., 2007). Adicionalmente,
lactentes nessa idade (2-4 meses) encontram-se normalmente envoltos em roupas/ cobertores, 0
que reduziria sua exposicao a picada de mosquitos transmissores da doenca (CHAU et al., 2009),
0 que possivelmente explica a reduzida incidéncia de dengue observada entre as criancas
incluidas nesse estudo. Igualmente, outros fatores possivelmente envolvidos na mediacdo da
dengue grave, incluindo a viruléncia dos sorotipos circulantes e/ou background genético da
populacdo devem ser considerados.

Essa tese analisou o perfil materno de imunidade a dengue sorotipo especifica, a
transferéncia placentaria e a cinética de declinio dos anticorpos antidengue materno-transferidos
em uma coorte de nascimento conduzida na cidade do Recife, uma area hiperendémica do
Nordeste brasileiro. Uma das limitacGes do estudo consiste na selecdo de uma amostra de
conveniéncia da populacdo de gestantes, recrutadas em uma grande maternidade publica da
cidade, o que dificulta a extrapolacdo dos dados para a populacdo geral do Recife ou de outras
regides com diferentes cenarios epidemiolédgicos de circulacdo dos sorotipos do DENV. Além
disso, as dificuldades inerentes a execucao dos ensaios laboratoriais, especialmente da técnica de
soroneutralizacdo, impossibilitaram a estimativa do declinio dos anticorpos antidengue materno
transferidos em todas as criancas inseridas na coorte, tendo essa analise sido conduzida em uma
subamostra dos lactentes.

Nosso estudo verificou um alto percentual de mulheres em idade reprodutiva imunes a
dengue, 0 que sugere a intensidade de exposicdo e potencial de transmissdo desses virus na
cidade, especialmente dos sorotipos DENV-3 e DENV-4. Apesar da intensa exposi¢do da
populacdo a esses sorotipos, 0 elevado percentual de susceptiveis aos sorotipos DENV-1 e
DENV-2 alerta para a necessidade de instituicdo de medidas mais efetivas de controle vetorial e

de vigilancia epidemioldgica.
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A transferéncia placentaria de niveis mais elevados de anticorpos antidengue ao concepto
e 0 consequente declinio mais acentuado dos niveis de anticorpos materno-transferidos
observados entre os lactentes inseridos no nosso estudo possivelmente constitui uma das causas
que explicam as diferencas no perfil clinico-epidemioldgico da dengue entre as criangas
brasileiras e asiaticas. Ressalta-se, todavia, que a manutencdo da intensa transmissao e circulacéo
viral na area podem resultar em mudancas no perfil imune da populacdo, com consequente
acumulo de gestantes com perfil imune multitipico a dengue na area. Essas mudancas no perfil
imune materno possivelmente serdo refletidas na transferéncia placentéria e no declinio dos
anticorpos antidengue materno-transferidos, fazendo com que o cenario epidemiol6gico se
assemelhe ao padrdo atualmente observado nos paises asiaticos. Dessa forma, mais estudos que
investiguem a imunidade sorotipo especifico na populacdo de gestantes e a incidéncia de dengue
nos primeiros anos de vida s&o necessarios.

Finalmente, conclui-se que os resultados dessa tese trazem conhecimentos relevantes para
a definicdo da idade ideal para implementacdo de esquemas vacinais antidengue em populac6es
residentes em areas de alta exposic¢do ao virus, como a cidade do Recife. Considerando o atual
cenario epidemiolégico na populacdo de gestantes e a influéncia do perfil imune materno na
transferéncia placentaria e na cinética dos anticorpos antidengue materno-transferidos em
criancas nos primeiros meses de vida, observados nesse estudo, conclui-se que o inicio precoce
de esquema de vacinacdo antidengue, possivelmente a partir do segundo ano de vida, pode ser

recomendavel.
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7 CONCLUSOES

Essa tese demonstrou que a maior parte das gestantes da nossa area de estudo possui
imunidade ao sorotipo DENV-3 e que esse perfil imune materno foi associado com a
transferéncia placentaria de maiores niveis de anticorpos antidengue ao lactente. Adicionalmente,
niveis subneutralizantes de anticorpos com a capacidade de mediar ADE foram atingidos mais
precocemente nos lactentes inseridos no estudo. Esses achados possuem importantes implicagdes
para a imunopatogénese da dengue no primeiro ano de vida em lactentes brasileiros e
possivelmente explica a reduzida incidéncia de casos graves de dengue observada entre oS
lactentes brasileiros quando comparado as taxas observadas entre os lactentes asiaticos.

Os dados gerados na tese também contribuem para determinar o perfil de susceptibilidade
e a dindmica de transmissdo da dengue nos primeiros anos de vida no atual cenario
epidemioldgico brasileiro. Por fim, as amostras maternas e das criancas coletadas contribuem
para a formacdo de um biobanco sorologicamente caracterizado e estabelecido antes da

introducdo da era vacinal para dengue.
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APENDICE A — Questionario da gestante

INSTITUTO DE MEDICINA INTEGRAL PROFESSOR FERNANDO FIGUEIRA - IMIP
CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHAES - CPgAM

Pesquisa: Imunidade materna e incidéncia da infeccao pelo virus dengue e Cinética de anticorpos
antidengue em neonatos

QUESTIONARIO DA GESTANTE

N° do registro da gestante (IMIP) (fixar a etiqueta do IMIP) N° registro da amostra de sangue da mée (FIXAR ETIQUETA DA MAE)

Colar etiqueta do registro Colar etiqueta

1. No registro na pesquisa | 2. Local do recrutamento: | 3. Data do recrutamento: 4. Data provavel do parto
1. Ambulatério IMIP
2. PSF
3 Maternidade IMIP I A | /

CARACTERIZAGCAO DEMOGRAFICA E SOCIOECONOMICA MATERNA

5. Quantos anos vocé completou no seu Gltimo aniversario? 6. Qual a data do seu nascimento?
anos / /
Endereco:
Logradouro:
NU
Bairro: Codigo bairro Localidade:
Telefone 1: Obs Tel 1
Telefone 2: Obs Tel 2
Telefone 3: Obs Tel 3

Como posso chegar a sua casa?

Possui parente ou amigo mais proximo que moram no Recife ?

1.sim 2 Nio |:| Grau de parentesco:
Endereco do contato:
Logradouro: Ne°
Bairro: Localidade:
Telefone 1: Obs Tel 1
Telefone 2: Obs Tel 2
Telefone 3: Obs Tel 3

Como posso chegar a casa dele?

7.Qual a sua cor/raga ? 8. Qual a sua situagédo conjugal ? 9. Qual foi o curso mais elevado que vocé concluiu?
1. Parda 1. Solteira 1. Alfabetizacdo 5. Supletivo ensino
2 Negra 2. Unido estavel (mora junto) |:| 2. 1% a 42 série do 1° grau fundamental
3.  Branca |:| 3. Casada no civil 3.5%a 8% do 1°grau 6. Superior
4. Indigena 4. Separada/divorciada 4. Ensino Médio 7. Néo concluiu
5. Oriental (amarela) 5. Vilva nenhum curso
6. Ignorado 6. Ignorado
10. NGmero de anos de estudo 11. Qual o seu rendimento no més passado? 12. Qual foi a renda da sua familia no més
passado?
R$ - R$ -
0. Néo tem
0. Néo tem 8. N&o sabe informar
8. N&o sabe informar

DADOS DA GESTACAO ATUAL




13. Qual a data (dia/més/ano) da
Gltima menstruagédo?
/ /

14. Idade gestacional:

semanas

1. Sim
2. Nao

15. Alguma vez tomou vacina para febre amarela ?

L]

16. Observacgdo do cartdo vacinal contra febre amarela

17. Data da dose da vacina contra febre amarela (anotacdo cartéo de vacina)

1. Néo apresentou o cartao

2. Apresentou cartéo e ha registro da vacina
3. Apresentou cartdo, mas ndo consta essa vacina

]

/ /

DADOS DO PARTO E DO RN (PREENCHER APOS O PARTO)

18.Data do parto

19. Hora do parto

20.Tipo de parto:

1. Normal
2. Cesdrio
3. Outro

L]

21. Alteragdes da placenta (avaliagdo macroscopica):

|

22. Tipo de alteracéo:
Descrever o tipo de alteragéo encontrado

1.Sim 2. Néo
23. Peso ao nascer () | 24. Sexo 25. Idade gestacional 26. Apgar no 1° min 27. Apgar no 5° min
g 1. Feminino

2. Masculino

L]

— e 1]

[

L]

DADOS DA GESTANTE (PREENCHER APOS O PARTO

28. A senhora fuma?

29. Nos ultimos 30 dias, nos dias que fumou, quantos
cigarros aproximadamente vocé fumou?

30. Ha quanto tempo vocé parou de
fumar?

1. Sim (siga para a questao 24 )
2. N&o (siga para a questao 26)
3. Fumou, mas parou (siga para a

questdo 25)

8. Nédo informou

1. Eu ndo fumei nos altimos 30 dias
2.< 1 cigarro por dia

3. 1 cigarro por dia

]

4.2 a5 cigarros por dia
5.6 a 10 cigarros por dia
6. 11 a 20 cigarros por dia
7.+ de 20 cigarros por dia

1.Menos de 1 més
2.1-3 meses

3.4 - 11 meses
4.1 ano

5.2 anos

6. 3anos ou mais

]

31. Intercorréncias infecciosas durante a gestacdo atual (1—Sim 2 — N4o)

] [ ]

[ ]

[ ]

]

L

_ITu __ Sifilis HIV __ Hepatite __Rubéola Outras DST Outras infecgdes
32. Tomou corticoides ou imunossupressores durante a 33. Teve dengue na gravidez atual ?
gestagdo ?

1.Sim 2.Nao |:| 1. Sim 2. Ndo I_I

33. Caso sim, ha quanto tempo atras ?

34. Teve febre alguma vez durante a gravidez atual ?

Dias meses

1. Sim 2. Ndo

35. Se sim, ha quanto tempo atras ?

36. Teve ou esta tendo febre nos tltimos 30 dias ?

Dias meses

1. Sim 2. Nédo

37. Teve ou esté tendo febre nos dltimos 7 dias ? (SE SIM,coletar sangue para NS1)

38. Resultado do NS1:

1.Sim 2. Néo

B

1. Positivo 2. Negativo

B

39. Se tem ou teve febre nos Gltimo sete dias, sentiu ou vem sentindo algum(s) desses sintomas? (1 —Sim 2 — N&o

8 — Néo sabe)

_ Dorde cabe(;a|:| _ Dor no corpo I:l ___Dor nos olhos I:l ___Moleza I:l Manchas rdseas no corpo I:l

___Dor nas juntasl:l Coceira I:l ___Dor na barriga I:I ___Nauseas (estdmago embrulhado/vontade de vomitar) I:l

__Diarreia |:| .

Dor nas pernas I:I

40. Sorologia materna

FIXAR AQUI A ETIQUETA DA AMOSTRA DE SANGUE

DO CORDAO

Colar etiqueta

41. Coleta de sanque da mae
1. Realizada

2. Nao realizada |:|

3. Material insuficiente

42. Coleta de sangue do corddo
1. Realizada

2. Nao realizada |:|

3. Material insuficiente

Nome entrevistador (ambulatério)

Nome entrevistador (maternidade)

Responsével pela coleta do cordéo

Responsavel pela coleta do sangue materno




APENDICE B — Questionario de seguimento do lactente

INSTITUTO DE MEDICINA INTEGRAL PROF. FERNANDO FIGUEIRA - IMIP
CENTRO DE PESQUISAS AGGEU MAGALHAES - CPqgAM

Pesquisa: Imunidade materna e incidéncia da infeccdo pelo virus dengue e Cinética de
anticorpos antidenque em lactentes

QUESTIONARIO DE SEGUIMENTO DO LACTENTE

N° registro da crianca pesquisa N° registro da mée na pesquisa N° prontudrio crianca no IMIP

Colar etiqueta

DADOS DE IDENTIFICACAO

Nome da crianga:

Endereco (caso tenha havido mudanga de endereco do responsavel ):

Logradouro: Ne°
Bairro: Localidade:
Telefones 1: Obs Tel 1
Telefone 2: Obs Tel 2
Telefone 3: Obs Tel 3
Numero da avaliacéo 12 28 32
Data da avaliacao
A A Y
Idade H meses H H dias “ meses H H dias H meses “ “ dias
1. O endereco é 0 mesmo ? 1. Sim 1. Sim 1. Sim
2. Néo ] 2. Néo [] 2. Néo ]
2. O telefone é o mesmo ? 1. Sim 1. Sim 1. Sim
2. Ndo |:| 2. Ndo |:| 2. Ndo |:|
INTERROGATORIO SINTOMATOLOGICO
3. Febre (no dia consulta) 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nédo 1. Sim 2. Néo
4. Diarréia * 1. Sim 2. Ndo 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
*NuUmero de evacuagdes/dia
5. Fezes com sangue 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
6. Exantema** 1. Sim 2. Nao 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
**Descrever
7. Tosse 1. Sim 2. Nao 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
8. Coriza 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
9. Cansaco/dispnéia 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Néao 1. Sim 2. Nao
10. Edema de extremidades 1. Sim 2. Nao 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
13. Outros*** 1. Sim 2. Nao 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao
***Descrever




Nuamero da avaliacéo

o H

2a

33.

Status vacinal

No de doses

Data Gltima dose No de doses

Data Ultima

dose

No de doses

Data Ultima

dose

14.BCG

15. Hepatite B

16. Tetravalente

17. Pélio oral

18. Pélio IM

19. Rotavirus

20. Pneumococos

21. Meningococo

22. A crianca teve febre nos Gltimos
30 dias ?(se respondeu ndo, siga para
questdo 24)

1. Sim

2. Nao 1. Sim

2. Néo

1. Sim

23. Quanto tempo durou a febre ?

99. Néo se aplica

99. Né&o se aplica

99. Né&o se aplica

o S R R e o B O
Horas I:l:l Horas I:l:l horas I:l:l
24. Alguma vez teve febre desde que 1. Sim 2. Nédo 1. Sim 2. Nédo 1. Sim 2. Nédo

nasceu ou desde a Ultima avaliagéo?

25. Quando tempo durou a febre?

99. Néo se aplica

99. Néo se aplica

99. Né&o se aplica

o [ ] o [T ] |- I3
Horas |:|:| Horas |:|:| Horas |:|:|

26. Teve febre pela Ultima vez ha

quanto tempo? Se respondeu sim a __Dias __ Dias __Dias

fer [T ] [T ] [T ]
—wews [T fMes [T [t IO
__ Horas I:l:l ____ Horas I:l:l ___ Horas I:l:l

27. Desde a Gltima avaliagéo, 1. Sim 2. Nédo 1. Sim 2. Nédo 1. Sim 2. Nédo

alguém da casa teve dengue?

ALIMENTACAO

28. Estd mamando no peito ? 1. Sim* 2. Ndo** 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nédo

Se respondeu n&o, siga para a

questdo 31.

PERGUNTAS PARA AS QUE MAMAM

29. *VVem tomando leite ou outra 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Néo 1. Sim 2. Nao

comida que ndo é leite de peito ?

30. *Com que idade comecou a

tomar leite/outra comida __Dias I:l:l __Dias I:l:l __ Dias I:l:l
Comeses L]l meses T veses [

PERGUNTAS PARA AS QUE NAO MAMAM

31**A crianga mamou alguma vez ? H Sim H H Néo J[

32. Com que idade parou de mamar

no peito ? __ Dias |:|:| __ Dias |:|:| __ Dias |:|:|

meses [ ] meses [ ] meses [ ]




Titulagdo PRNT

DENYV -1

DENYV -2

DENV -3

DENYV -4

NUmero da avaliagio H 12 I] 2 I] 3
EXAME FISICO
33. Temperatura (°C)
34. Peso (em g)
35. Comprimento (cm)
36. FC (bpm)
37. FR (ipm)
38. PA (mm Hg)
TESTES ESPECIFICOS PARA DENGUE
Coleta de sangue H 1. Sim H ” 2. Ndo H 1. Sim H H 2. Ndo H 1. Sim H H 2. Néo
Data
] I S ]
Resultado 1gG 1. Negativo 1. Negativo 1. Negativo
2. Positivo I:I 2. Positivo I:I 2. Positivo I:I
3. Indeterminado 3. Indeterminado 3. Indeterminado
Resultado Ig M 1. Negativo 1. Negativo 1. Negativo
2. Positivo I:I 2. Positivo I:I 3. Indeterminado I:I
3. Indeterminado 3. Indeterminado 4.NSA
4. NSA 4. NSA
PRNT realizada ? H 1. Sim H H 2. Ndo H 1. Sim H “ 2. Ndo ﬂ H 1. Sim H H 2. Ndo
Data
] I S " ]
Sorotipos (PRNT)
DENV -1 Sim Né&o Sim Né&o Sim Né&o
DENYV -2 Sim Néo Sim Néo Sim Néo
DENV -3 Sim Nao Sim Nao Sim Néo
DENYV -4 Sim Néo Sim Néo Sim Né&o
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ANEXO A — Parecer do comité de Etica

Comité de Ftica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Incidéncia da infecgdo pelo virus dengue, Imunidade
Mate:na e Cinetica de anticorpos antidengue em criangas no primeiro ano de
\ll"g:qﬁisador responséavel: Maria Cynthia Braga.

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/Fiocruz

Data de apresentacdo ao CEP: 06/08/2010

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 59/10

Registro no CAAE: 0061.0.095.000-10
PARECER N° 63/2010

O Comité avaliou as modificagbes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questio estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 03 de novembro de 2013.
Em caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizag&o do projeto.

Recife, 03 de novembro de 2010.

Observagéo:
Anexos:

» Orientacdes ao pesquisador para projetos aprovados;
» Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 03/11/2011.
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