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RESUMO

Titulo: Anticorpos neutralizantes e detec¢io quantitativa do citomegalovirus
(CMV) em maies transmissoras e ndo transmissoras da infec¢ao congénita.

A imunidade humoral contra o CMV em gestantes previamente
soropositivas pode desempenhar um papel importante no controle da
reativacdo viral, prevenindo a ocorréncia da infeccao congénita. Ndo existem
estudos sobre a resposta dos anticorpos neutralizantes especificos contra o
CMV em gestantes brasileiras, numa populagdo com elevada taxa de
soroprevaléncia. Adicionalmente, mulheres com imunidade preconcepcional
albergam o CMV em sitios de laténcia ainda nio conhecidos, responsaveis pela
transmissdao da infecgdo ao feto. A replicacdo viral em sitios acessiveis, tais
como o leite materno, presumivelmente reflete a ocorréncia de reativagdo viral
durante a gestagdo e pode ter correlagdo com a transmissdo da infecgdo
congénita. Foram objetivos deste estudo: 1- Comparar a resposta dos anticorpos
neutralizantes contra 0 CMV em amostras séricas obtidas no inicio da gestagdo
e no momento do parto em méaes que tiveram filhos infectados congenitamente
(transmissoras, T) e maes soropositivas de criangas ndo infectadas (ndo
transmissoras, NT). 2- Investigar a influéncia de diferentes cepas do CMV na
variacdo dos titulos dos anticorpos neutralizantes. 3- Avaliar a cinética da
resposta dos anticorpos neutralizantes para o CMV durante a gestacdo em
mdes T e NT. 4- Comparar a carga viral do CMV no leite de maes que
transmitiram e ndo transmitiram a infeccdo aos seus filhos. Foram incluidas
mdes de recém-nascidos (RN) infectados congenitamente pelo CMV
(transmissoras -T) e identificados em um programa de triagem neonatal de
4439 (50 RN infectados; incidéncia =1,1%). Para cada caso-indice, foram
incluidas duas maes soropositivas para o CMV de RN nio infectados; foram
avaliadas 47 maes transmissoras e 94 maes ndo transmissoras. Soros maternos
foram obtidos nas primeiras semanas de gestagdo (mediana= 13 semanas) e no
momento do parto. A atividade neutralizante dos anticorpos maternos contra a
cepa AD169 e contra os isolados de RN infectados foi avaliada através de um
teste de microneutralizagdo pela redugdo do efeito citopatico. As amostras de
leite materno das mdes T e NT foram obtidas imediatamente ap6s o parto
(mediana=3 dias) e submetidas a reacdo de amplificagdo génica da polimerase
qualitativa (PCR) para a detecgao do DNA viral. As amostras positivas foram
quantificadas pela PCR quantitativa em tempo real utilizando o corante
fluorescente SYBR Green I com iniciadores que amplificam uma regido do gene
codificador da glicoproteina B (gB). Todas as 26 de 47 maes T e 47 das 91 NT
que tinham amostras de soros disponiveis no inicio da gestagdo (mediana=13
semanas) apresentavam anticorpos especificos anti-CMV. Baixos titulos de
anticorpos neutralizantes foram encontrados em maes T comparado as NT em
amostras séricas do inicio da gestacdo (média geométrica = 87,5 (4-128) vs 142
(32-256); p=0,02). Um aumento significativo dos titulos da atividade
neutralizantes dos anticorpos foi observado em maes T e NT , durante a
gestagdo; (p=0,019). Os titulos dos anticorpos neutralizantes de amostras séricas
obtidas no momento do parto ndo apresentaram diferencas significativas entre
as maes T e NT (P=0,16). A resposta dos anticorpos neutralizantes maternos



contra a cepa AD169 e contra a cepa selvagem isoladas de seus respectivos
filhos foi similar (p=0,33). O DNA viral do CMV foi detectado em 38/44 (86,4%)
ma3es T e em 29/91 (31,8%) das NT pela PCR qualitativa (p<0,001). A carga
viral do CMV no leite materno nas maes T foi maior que a obtida em maes NT,
sendo a média geométrica de 2,37x 102 (variacdo de 2,6x10 a 2,31x10%) e 5,1x 10
(variagdo de 1,2x10 a 3,43x10?) cépias de DNA/ pl (p= 0,004), respectivamente.
Os resultados deste estudo sugerem que baixos titulos de anticorpos
neutralizantes maternos contra o CMV no inicio da gestagido estdo associados
com a transmissdo da infeccdo congénita. A despeito da heterogeneidade do
CMYV, os ensaios de neutralizacdo usando a cepa laboratorial AD169 permite
uma avaliagdo adequada da atividade neutralizante contra diferentes cepas do
CMV. Cargas virais altas do CMV no leite materno constituem fatores de risco
materno para transmissdo do CMV ao feto e pode ser marcadores da replicagao
viral em sitios corporais maternos menos acessiveis, tais como células
miometriais.

Palavras chaves: citomegalovirus; infeccdo congénita ; infec¢do CMV na
gestacdo; anticorpos neutralizantes; virolactia; carga viral.



ABSTRACT

Title: Neutralizing antibody and quantitative detection of cytomegalovirus
(CMV) in transmitte and non-transmitter mothers of congenital infection

CMV specific humoral immunity in pregnant women may play an
important role against viral reactivation and be effective in preventing
congenital infection. There is not data on the response of neutralizing (NT)
antibody to CMV in brazilian pregnants belong to highly seroimmune
population. In adittion, women with preconceptional immunity may harbor
the CMV at unknown sites from which the fetus can be infected. High viral
replication in an accessible site such as breast milk presumably reflects the
occurrence of viral reactivation during gestation and correlates with viral
transmission to the fetus. In the present study, the objectives were: 1- To
compare neutralizing (NT) antibody to CMV in serum specimens obtained in
the first weeks of pregnancy and at the delivery in mother of congenitally
infected infants (transmitters, T) and seropositive mothers of uninfected infants
(non-transmitters, NT). 2- To investigate the influence of strain CMV variation
on neutralizing antibody titers. 3- To evaluate the kinetics NT antibody
response to CMV during gestation in T and NT mothers. 4-To compare CMV
breast milk load in mother who did or did not transmit CMV infection to their
fetus. Mothers of infants identified as congenitally infected by CMV in
screening program for this infection in 4439 neonates (50 RN infected
incidence= 1,1%) were included and referred to as transmitters (T). For each
index-case, were included 2 seropositive mothers of non-infected infants; 47
transmitter mothers and 94 non-transmitter mothers were enrolled. Maternal
sera were obtained in the first weeks of pregnancy (median= 13 weeks) and at
the delivery. Maternal virus- neutralizing activity was assayed with the AD169
strain of CMV and against the CMV isolated by a previously described by
cytopatic effect reduction microneutralization assay. Breast milk was obtained
from T and NT mothers shortly after delivery (median=3 days) and processed
by qualitative polymerase chain reaction (PCR) for detection of viral DNA.
Positive samples were quantified by a real-time quantitative PCR based on the
Sybr Green I fluorescente dye. All 26 from 47 T and 47 from 91 NT mothers who
had available sera samples in the first weeks of pregnancy (median=13 weeks)
were seropositive for CMV. Low titers of neutralizing activity were found in T
mothers than NT mothers in serum specimens obtained in the first weeks of
gestation (geometric mean= 87.5(4 to 128) vs 142 (32 to 256); p=0.02. Significant
rise in NT antibody titers during gestation was observed in T and NT mothers.
The increase in NT antibody titers was more significant in T than NT mothers
(p= 0.019). Titers of neutralizing activity in serum specimens obtained at the
delivery did not differ in T mothers than NT mothers(p=0.16). NT maternal
antibody response against AD169 strain of CMV and the CMV isolated from
their infected infants was similar was similar (p=0,33). CMV DNA was detected
in 38/44 (86.4%) T and in 29/91 (31,8%) NT mothers by the qualitative assay
(p<0.001). The breast milk viral DNA load was higher in T than in NT mothers
(geometric mean of DNA CMV levels = 2.37 x 102 (range from 2.6 x 10 to 2.31 x



10%) and 5.1 x 10 (range from 1.2 x 10 to 3.43 x 102) copies/pl, respectively);
(p=0.004). In conclusion, low titer of NT antibody to CMV in the first weeks of
gestation is associated with transmission of congenital infection. Despite the
strain heterogenicity of CMV, the neutralization assay using AD169 laboratorial
strain permitted a reliable detection of NT antibodies against different CMV
strains. Viral load in early breast milk correlates with transmission of CMV to
the fetus and can be a marker for viral rephcanon in maternal less accessible
sites, such as myometric cells.

Key words: cytomegalovirus; congenital infection; maternal CMV infection;
neutralizing antibody; viral load.
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1. INTRODUGAO
1.1. Aspectos gerais do citomegalovirus e sua importincia como causa de
infec¢do congénita

O citomegalovirus (CMV) humano ou herpesvirus humano tipo 5 (HHV-
5) é um virus DNA pertencente 2 familia Herpesviridae, subfamilia
Betaherpesvirinae e género Citomegalovirus, tendo como caracteristicas comuns
desta subfamilia ser altamente hospedeiro-especifico, o ciclo replicativo longo e
a produgdo de inclusbes nucleares e citoplasméticas nas células infectadas
(ROIZMAN; PELLET, 2001). Apresenta ampla distribui¢ao em todo o mundo e
interagdo complexa com o sistema imunolégico do hospedeiro infectado, fato
que vem fundamentando o grande numero de estudos sobre este virus na
tltima década (GAYTAN et al,, 2002;‘BARBI et al., 2006).

Segundo os dados da literatura, considera-se que o isolamento do CMV
tenha ocorrido simultaneamente por trés grupos de pesquisadores em
diferentes laboratérios em 1956 (ROWE; HARTLEY; WATERMAN, 1956;
SMITH, 1956; WELLER et al., 1957). Desde entdo, sao constantes os avangos no
estudo desse virus destacando que, a propagagdo do CMV em cultura de
células perrﬁitip a produgdo de antigenos e o desénvolvimento de testes
sorolégicos para detecgdo de anticorpos especificos contra este virus. Este fato
permitiu a realizagdo de inquéritos epidemiol6gicos mostrando que a infecgdo
- por este virus é muito comum (PAss, 1985; GRIFFTHS; BABOONIAN;
RU'I'I"ER, 1991; AHLFORS; IVARSSON; HARRIS, 1999).

A particula viral do CMV possui um didmetro de aproximadamente 150-

200 nm, com um envelope fosfolipidico, no qual estdo presentes oito



glicoproteinas, sendo seis essénciais: gpUL55 (gB), gpUL73 (gN), gpUL74 (gO),
gpUL75 (gH), gpUL100 (gM) e gpUL115 (gL) (CHEN et al., 1999; MOCARSK];
COUCERLLE, 2001). As glicoproteinas formam trés complexos, denominados
gClI, gCII e gCIII e estdo envolvidas em varios eventos do ciclo replicativo do
virus, tais -como a adsorgdo, entrada do virus na célula permissivel, propagacdo
viral célula-célula e montagem do enveloi)é (GRETCH et al.,, 1988; BRITT;
MACH, 1996 ). O complexo gCI é constituido pela glicoproteina B (gB), sendo a
mais abundante da superficie do envelope viral e altamente imunogénica
(BRITT; VUGLER, 1990). A glicoproteina B apresenta um papel importante na
replicacdo do CMYV, principalmente na adsor¢do e entrada do virus na célula
infectada (COMPTON; NOWLIN; COOPER, 1993). A associacio das
glicoproteinas M e N resulta na formagao do complexo gCII que esta envolvido
no processo de replicagdo viral, embora o seu papel no mecanismo de entrada
do virus na célula néo esteja bem estabelecido (MOCARSKI; COURCELLE,
2001). As glicoproteiﬂas H, L e O constituem o complexo gCIII e estdo
envolvidas na fusdo do envelope viral na superficie da ﬁlembraxla celular
(HUBER; COMPTON, 1999).

Entre o envelope e o capsideo existe uma camada amorfa, denominada
de tegumento, sendo esta estrutura composta por aproximadamente 25
proteinas, envolvidas no processo de maturagdo do virus (BALDICKI et al, .
1997). O capsideo com conformagao icosaedrica, é constituido por pelo menos
cinco proteinas estruturais (pUL86, pUL46, pUL85, pUL46, pUL80) (CHEN et

al., 1999). O genoma do CMV ¢ constituido por DNA linear de fita dupla que



estd organizado em duas regides, denominadas segmento longo e segmento
curto, éeparados 'por regides repetidas com seqiiéncias de pares de bases
invertidas (NOVOTNY et al., 2001). A cepa léboratorial AD169, ja totalmente
sequenciada apresenta méis de 225 seqiiéncias abertas, que codificam
aproximadamente 200 proteinas (CHEE et al., 1990).

Na histéria natural da- infeccdo ‘causada pelo CMV em ind;ividuos
susceptiveis, observa-se que o unico reservatério para a transmissao do virus é
0 préprio homem (WELLER, 1971). | A infeccdo primaria ocorre pelo contato
direto com vérias secreqﬁés e excregbes contendo o virus, tais como, as
respiratérias, urinérias, salivares, sanguineas, leite materno, secrecao do colo
uterino e esperma. Desta maneira, este virus pode ser adquirido por meio de
v.'érias formas: contatos sexuais, contatos préximos, transmissdo vertical,
transplante de 6rgaos e por meio de transfusdes sangiiineas» (PASS, 1985;
CHANDLER; HANDSFIELD; MCDOUGALL, 1987, HO, A199O; NELSON;
DEMMMLER, 1997; SWEET, 1999).

Ap6s a infecgdo priméria do -individuo, a replicagio inicial do CMV
geralmente ocorre na mucosa epitelial e a viremia ocorre na fase sistémica da
infecgdo sendo o virus propagado- para diferentes tecidos do hospedeiro,
seguindo-se a excregdo viral atravéé de vério-s fluidos corpéreos, durante meses
e até anos (KLEMORA et al. 1970; PECKHAM et al., 1987). Esta infeccao torna-
se latente e em. deternlinadc;s periodos da vida ela pode recorrer, seja por
reativagdo do virus latente ou por reinfecgdo com novas cepas virais (HUANG

et al., 1980; PASS; HUTTO, 1986).



As células hematopoiéticas de linhagem mieloide, tais como progenitores
de macréfagos, granulécitos e células dendriticas sdo os principais sitios de
laténcia do CMV (KONDO; KANESHIMA; MOCARSKI, 1994; SINGER; JAHN,
1996). A presenca de transcritos .associados a laténcia nessas células
progenitorasA infectgdas nz;turalmente e experimentalmente, tém sido
demonstrado; porém o papel desses transcritos, durante a laténcia do CMV,
ainda ndo estd bem estabelecido. Esses' transcritos sdo codificados por duas
regides (UL;,122/ UL123) dos genes precoce; imediato (iel/ie2) (KONDO; XU J;
MOCARSKI, 1996; HAHN; ]ORES; MOCARSKI, 1998). A expressao desses
transcritos associados a laténcia ocorre em um ndmero reduzido de células
progenitoras de granulécitos, principalmente CD33+ e o estigio de
diferenciacio dessas células tem um resultado significativo na expressio desses
transcritos (SLOBEDMAN; MOCARSK]I, 1999). Nos sitios de laténcia, o DNA
viral ¢ mantido como plasmidio extracromossomal com baixa exprésséo génica;
estudo em pacientes com infecgdo previa ao CMV, duas a treze coépias do
genoma viral por célula infec’Fada tem sido detectadas pela reacdo de
amplificagdo génica (PCR) em células mononucleadas (SLOBEDMAN;
MOCARSKI, 1999). A agdo de citocinas proinﬂamaférias pode promover a
alteragdo do estado de diferenciacdo e funcional da célula hospedeira e a
reducdo da resposta imunolégica do hospedeiro pode possibilitar a reativagao

viral (SODERBER-NAUCLER; NELSON, 1999). |

Estudos epidemiolégicos mostram que a infeccdo pelo CMV ocorre

praticamente em todo o mundo, sem variagdo sazonal (PASS, 1985). Em geral, a



prevaléncia da infeccdo por CMV é alta em paises subdesenvolvidos e entre os
grupos de baixo nivel socioeconémico (PASS et al, 1987). Em paises
desenvolvidos, aproximadamente 50% da populacdo adulta tera evidéncias de
h\fécgéo prévia com este virus e em  paises em desenvolvimento, a
soroprevaléncia poderé4 atingir 90 a 100% em adultos (PASS, 1985; ALMEIDA et
al., 2001). No Brasil; na cidade de Caieiras, no estado de Sao Paulo, observou-se
que a taxa de soropositividade para o CMV foi de 56% em criancas com um ano
de idade, 64% entre cinco e nove anos, 75% entre adolescentes de 15 e 19 anos e
acima de 90% em adultos com 40 anos de idade, demonstrando que a infecgdo

por este virus é altamente prevalente e ocorre precocemente ainda no primeiro

ano de vida (ALMEIDA et al., 2001).

Em gestantes, a soroconversio para o CMV é depender;lte da taxa de
prevaléncia da infecgdo priméfia na infancia, da idade de inicio da vida sexual,
bem como do ndmero de parceiros sexuais e da presenca de oﬁtras infecgdes
sexualmente transmissiveis (CHANDLER et al.,, 1995). Além destes fatores,
criangas. jovens e com infecgdo subclinica pélo CMV sao importantes fontes de
infeccdo primaria para gestantés (PASS, 1985; ALFORD et al., 1990). No Brasil,
estudos mostram que a soroprevaléncia para o CMV é ae 66,5% em gestantes de
populacdo de elevado nivel socioecondmico e de 84,5% a 95% em populagSes de
baixo nivel socioecondmico -(PANU'I'I‘I et al., 1985; DUARTE et al., 1994).‘

A transmissdo vertical do CMV' envolve trés formas, sendo elas a
transplacentaria ou intra-titero, intra-parto e p6s-natal precoce pelo aleitamento

materno (STAGNO et al, 1973). As infecgBes que ocorrem no periodo intra-



parto ou poés-natal sdo geralmente assintomaticas, exceto em prematuros de
muito baixo peso (HAMPRECHT et al., 2003). A transmissao transplacentaria é
a via mais importénte porque resulta na infeccao congénita, responsavel pelas
seqtielas neurolégicas e surdez neurossensorial, sendo considerado importante
problema de satide publica (ROSS; BOPPANA, 2005). Quanto a deficiéncia
auditiva, foi observado que o CMV é responsavel por pelo menos um tergo dos
casos de perda auditiva em criangas jovens (HICKS et al., 1993). Mais
recentemenée, um estudo demonstrou que 10% dos diagnésticos de surdez
neurossensorial realizados em criangas nos dois primeiros meses de vida eram
atribuiveis a citomegalovirose congénita, sendo que esse percentual se elevou |
para 34,2% quando o diagnéstico de surdez se estendeu durante os primeiros

anos de vida (BARBI et al., 2003).

A incidéncia da infeccdo congénita pelo CMV difere em diferentes
populagdes, variando de 0,2% a 2,2% , de acordo com o nivel s6cio-econdmico
(STAGNO et al., 1977; LEINIKKI et al., 1978; S;I"AGNO et al., 1982; STAGNO et
al, 1983; ALFORD; IVARSSON; HARRIS, 1984). No Brasil, L, SR
epidemiolégiéo realizado no municipio de Sdo Paulo, demonstrou que a
incidéncia da infeccdo congénita foi de 0,98% em populagdo de Baixo nivel
socioecondmico e de 0,49% na de nivel socioecondmico médio (PANNUTI et
al.,1985). Em Ribeirdo Preto, em uma populagdo com téxa de soropositividade
mater;la de 98%, a incidéncia desta infeccdo foi de 2,6% em recém nascidos de
diferentes idades gestacionais e de 1,8% em recém-nascidos pretermos

(YAMAMOTO et al., 2001).



1.2. A infeccao materna pelo CMYV e infec¢io congénita

A infeccdo congénita pelo CMV pode resultar da infeccdo materna
primaéria, como da infecgdo recorreﬁte, seja pela reativagdo do virus endégeno
ou pela reinfecgdo com novas cepas virais (STAGNO et al., 1977; SCHOPPEL;
LAUBER; KRECH, 1978; AHLFORD; IVARSSON; HARRIS, 1999; BOPPANA et
al.,, 2001). Em populagdes de alta soropositividade para o CMV, tal como a
estudada em Ribeirdo Preto, a infecgdo congénita pode ser resultado mais
comumente de infec¢do recorrente e ndo primaria. Ainda, conéiderando a
elevada taxa de soroprevaléncia materna nesta populagao, a infecgdo congénita
sintomatica foi observada em 34%, sendo mais freqiiente em recém-nascidos
ﬁrematuros. Este achado sugere que a infec¢do congénita sintomatica pode ser
résultado também da infecgdo recorrente. (YAMAMOTO et al., 2001).

Estudos iniciais relatavam que apenas a infec¢do congénita decorrente da
infeccdo ﬁaterna priméria tinha como conseqiiéncia o aparecimento de
seqiielas graves com repercussdo importante no desenvolvimento neurolégico
(STAGNO. et al., 1982 FQWLER et al, 1992). Entretantc?, dados recentes
sugerem ciue criangas infectadas congenitamente de mdes com infecgdo prévia
ao CMV tami)érn poderdo desenvolver doénga e ;equelas graves (BOPPANA et
al, 1959; AHLFORS; IVARSSON; HARRIS, 1999; GAYANT et al., 2002).

Os mecanismos da transmissdo do CMV da mae para o feto ainda nao
sdo completamente conhecidos. Na infecgido matefna primdria, a transmissao
intra-titero do CMV ocorre em 30 # 40% dos casos, sugerindo a existéncia de
uma barreira inata com protecdo parcial da transmissdo verticai deste virus

(STAGNO; WHITEY, 1985; HEMMINGS et al., 1998). Uma possivel seqiiéncia



de eventos seria a disseminagao do CMV por via hematogenica, carreado pelos
leucécitos maternos (REVELLO et al., 1998; GERNA et al., 2000), alcancando o
citotrofoblasto (responsével pela ancoragem da placenta ao titero) e, através de
dissénﬁnagéo retrégada, o virus infectaria as células do liquido amni6tico, que
por sua vez seriam deglutidas pelo feto, iniciando a replicagdo na mucosa oral
conﬁ conseqiiente propagagao sistémica (FISHER et al., 2000).

Outro possivel mecérﬁsmo ainda na infecdo materna primaria seria que
o CMV | pode ser carreado pelos leucécitos durante a viremia materna e
infectaria as células endoteliais de capilares uterinos. Esfas células, que estdao em
contato direto com o citotrofoblasto, infectariam o tecido basal das vilosidades
coridnicas, incluindo fibroblastos' e células endoteliais fetais (REVELLO;

GERNA, 2002).

Na infeccdo materna recorrente, seja essa secundéria a reativagdo da
infeccdo latente ou a reinfecgdo, a transmissdo viral ocorre na presenga de
imunidade pré-concepcional (STAGNO, 2001). Como resultado, a viremia
materna é ausente ou indetectdvel nessa modalidade de infeccdo, exceto
quando a mae é portadora de imunodeficiéncia (REVELLO et al., 1998). Supde-
se que o CMV seria reativado em sitios pouco acessiveis a exames virol6gicos,
tais como o endométrio e o miométrio com posterior propagacao ao feto. Um
mecanismo provavel da replicacgdo do CMV nestes - sitios seria a
imunossupressdo local, que ocorre durante a gestagéovatravés da produgédo da
IL-10 ‘secretada pelo citotrofoblasto, uma citocina imunorregulatéria capaz de

suprimir a resposta proliferativa de linfécito T, bem como a produgdo de INF-y



pelos linfécitos e a expressdo de moléculas de MHC classe I (FISHER et al.,
2000; ROTH et al.1996). Esta imunossupressdao local poderia facilitar a
reativagdo 'do virus latente contido nos macréfagos CD14+ dos tecidos uterinos,
levando & disseminagdo retr6gada do CMV nas vilosidades e conseqiiente

propagacao ao feto (SODERBER-NAUCLER et al., 2001).

Embora os fatores associados com a transmissdo intra-titero do CMV
em gestantes previamente soropositivas ainda ndo sejam claramente definidos,
o grau da resposta imunolégica materna bem como da replicagdo viral em
diferentes sitios maternos e caracteristicas inerentes ao virus poderiam

influenciar na ocorréncia da infecgdo congénita (RAYNOR, 1993; REVELLO et

al.,, 1998).

Suple-se que a natureza dos mecanismos maternos profetores que
limitam a transmissdo intrattero possam incluir tanto a imunidade celular
quanto a humoral. A redugdo ou auséncia de respostas linfoproliferativas ao
CMV e menores titulos de anticorpos neutralizantes tém sido identificados em
gestantes que transmitiram o CMV quando compafadas aquelas que nao

transmitiram (BOPPANA; BRITT, 1995).

Vérios estudos mostram que a atividade neutralizante dos anticorpos
contra o CMV apresenta um papel fundamental no controle da infecgdo pelo
CMV (YEAGER et al, 1981, SNYDMAN et al.,, 1987, BOPPANA et al.,.1995;
ALBEROLA et al., 1998, 2000). As primeiras evidéncias da importancia destes
aﬁticorpos foram oBservadas. através de transferéncia passiva a partir de

doadores imunes ou de anticorpos monoclonais para receptores soronegativos
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para o CMV, mostrando que a imunoprofilaxia reduzia o risco da infecgdo
primaéria sintomatica (YEAGER et al., 1981; SNYDMAN et al., 1987). Em modelo
animal, um estudo demonstrou que a transferéncia de imunoglobulinas antes
da indugdo da infecgdo pelo CMV em cobaias gestantes contribuia para a
sobrevivéncia dos fetos. Entretanto, esta protegdo era parcial, uma vez que
embora os anticorpos contra CMV tenham melhorado a sobrevida dos fetos,-

'ndo impediram a transmissao vertical (BRATCHER et al., 1995).

Na infec¢@o materna primaria, a produgio dos anticorpos neutralizantes
especificos contra 0 CMV, ocorre aproximadamente entre 13 a 15 semanas ap6s
o inicio da infecgao (EGGERS; METZGER; ENDERS, 1998). Portanto, a auséncia
ou baixos titulos de anticorpos neutralizantes, em amostras séricas de mulheres
que apresentam imunoglobulinas IgG e IgM, podem ser um marcador de
infeccdo primaria recente (EGGERS; METZGER; ENDERS, 1998).
Adicionalmente, a resposta dos anticérpos neutralizantes é mais intensa e
prolongada em mdaes que transmitiram a infecgdo congénita comparado ao
grupo de mdes que ndo transmitiram a infecgdo aos seus filhos (ALFORD;
HAYES; BRITT, 1988, BOPPANA; PASS; BRITT, 1993), sugerindo que o
estimulo antigénico para produgdo destes anticorpos foi maior naquelas que
transmitiram. Um estudo mostrou que a transmissdo intrauterina do CMV ndo
esta ass;ociada ao déficit da quantidade de anticorpos contra o virus, mas com a
qualidade funcional d.estes anticorpos,. ou seja, da atividade neutralizante

antiviral (BOPPANA; BRITT, 1995). Entretanto, os titulos de anticorpos
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neutralizantes protetores que impedem a transmissdo intrauterina do CMV
ainda nao foram definidos (ADLER et al., 1995; SCHOPPEL et al., 1998).

Para a verificagdo in vitro da atividade neutralizante dos anticorpos
especificos anti-CMV, a maioria dos estudos utiliza o ensaio de
microneutralizagdo em piaca, observando-se seu efeito na reducio do efeito
citopatico do virus (BOPPANA et al., 1995; BOPPANA; BRITT, 1995;
ALBEROLA et al, 1998; 2000). As principais glicoproteinas do CMV que
induzem a produgdo dos a;nﬁcorpos neutraiizantes sdo as glicoproteinas do
envelope viral (BRITT; MACH, 1996). Os anticérpos especificos gerados contra
a glicoproteina B sdo induzidos ﬁequentemente ap6és a infeccdo natural
(MARSHALL et al., 1992; ALBEROLLA et al., 2000).

Alguns estudos tém sugerido qué a resposta dos anticorpos
neutralizantes é cepa-especifica, sendo esta caracteristica importante em
situagBes clinicas onde reinfec¢Ges com cepas exdgenas do CMV moﬁem
(GRUNDY et al., 1988; KLEIN et al, 1999). Estes estudos mostram que a
~ capacidade neutralizante dos soros humanos contra cepas heter6logas do CMV
é diferente da capacidade neutralizante contra cepas homoélogas. Recentemente,
(BOPPANA et al., 2001) mostraram que a reinfeccdo com diferentes cepas de
CMV pode levar a infecgdo sintomatica pelo CMV em fetos de mulheres com
imunidade prévia contra este virus e sugerem que a reinfeccdo materna seja, -
responsével pela ocorréncia de infecgdo congénita sintomatica pelo CMV.

Apesar da infeccdo pelo CMV ser geralmente assintomatica em

individuos imunocompetentes, a avaliacdo dos anticorpos neutralizantes neste
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grupo poderia contribuir para uma melhor compreensdo da patogénese desta
infeccdo. Estudo realizado em adolescentes que tiveram infecgdo primaria pelo
CMV demonstrou que durante o periodo de ausénciai de excregdo viral foram
observados altos niveis de anticorpos neutralizantes (ZANGHELLINI et al.,
1999). Em 2000, ALBEROLLA et al. estudaram individuos imunocompetentes
com infecgdo primaria e observaram que aqueles que desenvolveram sintomas
atribuiveis ao CMV apresentavam baixos titulos de anticorpos neutralizantes na
fase aguda em comparacdo aos que eram assintomaticos ou com sintomas
inespecificos e leves.

Avaliando os dados disponiveis na literatura constata-se que os
anticorpos  neutralizantes limitam a disseminagdo do virus e,
consequentemente, a intensidade da replicagdo do CMV, resultando em um
menor risco de doenga e de transmissdo do virus (SCHOPPEL et al., 1997;
ALBEROLA et al., 1998; ALBEROLA et al., 2000).

A exemplo do que ocorre em pacientes hnﬁnocompromeﬁdos, a auséncia
ou baixos niveis de anticorpos neutralizantes em gestantes no momento do
inicio da replicagdo viral, seja na infecgdo primaéria, reaﬁvaqﬁo ou reinfecgio,
pode estar associada a risco maior de transmissdo do CMV ao feto.

- Da mesma maneira, o grau de replicacdo deste virus em diferentes sitios
maternos, durante a géstagéo, determinado pela quantifica¢do viral em fluidos
corporais maternoé de facil obtencdo tais como saliva, urina, cervix uterino e
sangue, pode refletir a replicacdo viral em sitios de dificil acesso para exames

virolégicos, tais como endométrio e o miométrio, que podem ser responsaveis
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pela propagagdo do CMV ao feto em mulheres previamente imunes
(NUMAZAK], 1997). A detecgao do CMV e a estimativa da carga viral nessas
mdes podem ser -indicadores_ da ocorréncia da transmissdo da infecgdo
congénita.

Entretanto, é conhecido que a detec¢do do CMV é observada em uma
minoria de gestantes saudé4veis e previamente soroposi’dvés (PASS et al., 1982;
| SMITH et al., 1993). Em 1982, PASS et al.,, investigaram a excregdo viral em
urina, cervi;c uterino e saliva de maes de recém-nascidos portadores de infecgdo
congénita por CMV, no periodo de uma trés meses ap6s .o parto, demonstrando
que até 65% daquelas com infecgdo primaria gestacional excretavam o virus em
pelo menos um sitio avaliado, sendo a virtiria mais freqiiente que a detecgdo na
saliva ou no cervix uterino. No entanto, quando a infecgdo materna gestacional
foi recorrente, a excregdo viral foi menos frequente (17%). Além disso, quando
essa 6corria, o virus era encontrado somente na urina e no cervix uterino.
Outros autores tém demonstrado que o CMV néo foi detectado no sangue de
nenhuma méae com infecgdo recorrente (REVELLO et al., 1998; BITSCH et al.,

1992).

Viérios estudos mostraram que o leite é importante fonte excretora de
CMV no periodo p6s-parto. A deteccdo do DNA viral no colostro e no leite
materno no periodo imedia'tamente Apés o parto é conseqiiéncia da reativagao
viral. Entretanto, o sitio exato de replicagdo viral nas glandulas mamaérias ainda
ndo é conhecido (REYNOLDS et al., 1973; DWORSKY et al., 1983). Segundo

NUMAZAKI, (1997) e HAMPRECHT et al. (2001), a detecgdo do DNA viral no
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colostro e no leite materno no periodo imediatamente apés o parto é
conseqiiéncia da reativacdo viral. Entretanto, o sitio exato de repﬁcag;‘io viral
nas glandulas mamaérias ainda nao ¢ conhecido. J4 estad bem estabelecida a
relagdo da virolactia com a infecgdo perinatal, aquela que ocorre no periodo
pés-parto, e que até 96% das maes soropositivas excretam o CMV no leite,
sendo esta a principal fonte de transmissdo do virus para o lactente ap6s o parto
(VOCKEN et al., 1998; HAMPRECHT et al., 2001; MEIER et al., 2005). Embora a
excregdo do CMV no leite materno ndo esteja relacionad; com a infec¢do intra-
utero, o leite materno pode ser considerada a amostra com maiores
probabilidades de se conseguir a detecgdo do CMYV, possibilitando a
determinagdo da carga viral neste fluido, e indiretamente mostrar evidéncias do
grau de replicagdo do CMV em ou&os sitios maternos e a sua associagdo com a

transmissdo da infecgdo congénita.



15

2. JUSTIFICATIVAS E PRESSUPOSTOS DO ESTUDO

Apesar de estar bem estabelecido que a transmissado congénita do CMV
pode ocorrer em maes previamente imunes e a despeito dos progfessos nos
métodos de diagnéstico da infecgdo congénita pelo CMV no periodo gestacional
e ou no periodo péé—natal, ainda nao é bem definido porque algumas maes
soropositivas transmitem a infecgdo aos seus filhos e outras nao. Esta explicacao
é. importante para populagdes com alta taxa de soropositividade, em que a
grande maioria dos casos de infeccdo congénita é muito provavelmente
resultado de infeccdo materna recorrente, seja por reativagao ou reinfecgdao. O
conhecimento destas variaveis é crucial para a compreensao dos componentes
da imunidade protetora e para o desenvolvimento de vacina; eficazes como

estratégia de prevengado da infecgao congénita.

Supde-se que os fatores que -inﬂuencial.n a transmissdao do CMV ao feto
incluam baixos niveis de anticorpos neutralizantes maternos e altos niveis de
replicagao do CMV em diferentes sitios rhaternos.

A obtengdo de uma amostra de sangue materno antes da gestagdo ou no
inicio do primeiro trimestre permitiria o conhecimento do estado imunolégico
materno pré-concepcional. A comparagido da atividade neutralizante contra o
CMV em soros maternos colhidos antes da gestagdao ou no primeird trimestre de
gestagdo e no momento do parto permitiria avaliar a cinética destes anticorpos

durante o periodo gestacional.

~ Pressupbe-se que a eventual diferenca da atividade neutralizante do

soro materno em amostras obtidas. no primeiro trimestre da gravidez e no final
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deste periodo, considerando as mies transmissoras e ndo transmissoraé da
infeccdo congénita, poderia fornecer evidéncias do papel da imunidade
humoral na protegio contra 'a transmissao vertical desse virus. Acredita-se que
a amplitude das diferencas nas respostas dos anticorpos maternos contra o

CMYV tenha associagdo com a transmissdo da infeccdo intra-uterina.

A determinagdo dos anticorpos neutralizantes de soros maternos contra
as cepas do CMYV isoladas de seus respectivos filhos com infecgdo congénita
podera indicar uma melhor correlagdo do papel protetor da imunidade materna

do que a quantificagdo destes anticorpos contra a cepa laboratorial AD169.

A investigacdo de marcadores virol6gicos como a carga viral do CMV em
alguns fluidos corporais maternos de facil obtengdo, a exemplo do leite, podera

refletir a ocorréncia de replicagdo viral em sitios ocultos de dificil acesso.
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3. OBJETIVOS
Baseado nestes pressupostos, foram objetivos deste estudo:
3.1. Comparar a atividade neutralizante dos anticorpos maternos contra a
cepa AD169 do CMV de amostras séricas maternas obtidas no inicio da
gestacdo e no momento do parto entre as maes que transmitiram e aquelas

que ndo transmitiram a infecgdo aos seus filhos.

3.2. Comparar a atividade neutralizante dos anticorpos maternos contra
" as cepas do CMV isoladas de seus respectivos filhos em amostras séricas
obtidas no inicio da gestacdo e no momento do parto entre as maes que

transmitiram e aquelas que nao transmitiram a infecgao aos seus filhos.

3.3. Avaliar a cinética da resposta dos anticorpos neutralizantes durante a
gestagdo contra a cepa AD169 e contra as cepas isoladas entre as maes que

transmitiram e ndo transmitiram a infecgdo aos seus filhos.

3.4. Quantificar o DNA do CMYV excretado no leite de mies transmissoras
e daquelas ndo transmissoras e a sua associagdo com ocorréncia de

infecgdo congénita.
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4. CASUISTICA E METODOS
4.1. Populagao de Estudo

Participaram deste estudo 47 maes de 48 recém-nascidos (um gemelar)
com infecc;éd congénita pelo CMV, identificados em um programa de triagem
neonatal de 4439 recém nascidos (50 recém-nascidos com infeccdo congénita;
incidéncia de 1,1%) e 94 maes de. 94 recém-nascidos ndo infectados, de duas
maternidades publicas de Ribeirdo Preto, incluindo o Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeiréio Preto da Universidade de Sao Paulo
(HCFMRP-USP) e a Maternidade do Complexo Aeroporto de Ribeirdo Preto
(MATER), no periodo de marco de 2003 a dezembro de 2004 (Fluxograma 1).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-
USP, processo nimero 4782/2002 (Anexo 1). Todas as maes participantes do
estudo foram incluidas ap6s a obtengao do termo de consentimento informado
(Anexo 2).

4.1.1. Desenho de Estudo

Em um desenho de estudo caso-controle, para cada caso indice, ou seja,
para cada mae de recém-nascido com infecgdo congénita confirmada por CMV
(m3e transmissora), foram incluidas duas mades de recém-nascidos n&o
infectados congenitamenlte pelo CMV (méaes ndo transmissoras ou controles).
Os seguintes critérios foram utﬁizados na inclusdo de mades controles: serem
" mies de recém nascidos com a mesma idade gestacional que o caso indice e
serem soropositivas para o CMV.

A infeccdo congénita pelo o CMV foi definida segundo os critérios

divulgados por STAGNO et al, (1983) e DEMMLER, (1994). Os parametros
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considerados foram a detec¢do do DNA viral pela reacao de amplificacao
génica em cadeia da polimerase (PCR) e pelo isolamento viral em cultura de
células. Estas variaveis foram consideradas vélidas quando concordarem entre
si, na pesquisa do CMV em pelo menos duas amostras de saliva e/ou urina
obtidas nas primeiras trés semanas de vida.

De todas as maes participantes do estudo, programou-se a obtencao de
amostras de soro coletadas no inicio da gestagao e no momento do parto e a

coleta de amostras de leite no periodo imediatamente ap6s o parto.

Fluxograma 1:

TRIAGEM NEONATAL
n= 4439 recém-nascidos (RN)

50 RN identificados com
infeccao congénita CMV
(incidéncia 1,1%)

4389 RN nao infectados

Desenho de estudo
caso-controle

47* maes de 48 RN 94 maes soropositivas de 94
infectados (T) RN nao infectados (NT)

* uma mae T de gemelares
* excluidas duas maes T pela nao disponibilidade de soros do pré e parto
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4.2. METODOS LABORATORIAIS
4.2.1. Coleta das amostras

Aliquotas de volumes variados (100-200ul1) de soros do inicio da gestagdo
foram obtidas de amostras remanescentes coletadas durante o pré-natal das
maes. Estas amostras foram cedidas pelo Laboratério da Rede Municipal da
Unidade Bésica de Saude do Castelo. Branco de Ribeirdo Preto, unidaade
responséavel pela realizagdo dos exames sorol6gicos do pré-natal de gestantes
atendidas em diferentes Unidades Basicas de Saide da regido de Ribeirdo Preto.
Aliquotas de volumes variados (500 a 1000 pl) de soro na ocasido do parto
foram obtidas de amostras remanescentes coletadas para triagem sorologica de
rotina no Centro Obstétrico do HCFMRP-USP, cedidas pelo Laboratério de
Sorologia do HCFMRP-USP.

Na maternidade Mater, onde a coleta de sangue para triagem sorolégica
no momento do parto nao é realizada de rotina, as amostras de sangue (volume
méximo de 2mL) foram obtidas através de pungdo venosa periférica.

O colostro ou leite materno (volume aproximado de 2mL) foi coletado
através de ordenha manual realizada pela prépria mae ou pela equipe de
enfermagem.

A urina de recém-nascidos foi coletada em sacos coletores
hipoalergénicos e estéreis. As amostras de saliva foram obtidas com a utilizagao
de um swab estéril, colocado suavemente na face interna da bochecha do bebg,
durante um minuto, para uma adequada umidificagdo do mesmo. Em seguida o
swab foi transferido para um frasco contendo meio de transporte (Meio Earle,

MEM, Cultilab) e mantidas a 4°C. As amostras de urina e saliva foram
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inoculadas em cultura de fibroblastos humanos até o periodo maximo de 6
horas ap6s a coleta.

Todas as amostras foram transportadas e armazenadas a 4°C até o
process&mento.

4.2.2. Preparo das amostras

As amostras de leite materno foram fracionadas ap6s prévia.
centrifugacéo a 5000 rpm, durante 5 minutos. A camada superior de gordura foi
retirada, obtendo-se o soro e células do leite (HAMPRECHT et al. 1998). Uma
aliquota de 100 a 200 pL foi utilizada para a extragdo de DNA através de kit
comercial (Qiagen, Alemanha), seguhdo as especificages do fabricante.

As amostras de urina e saliva foram tratadas com antibiético (Amicacina
500pg/mL) e mantidas a 4°C, durante 1 hora, antes da inoculagido em cultura de
células. Ap6s este periodo as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5
minutos e inoculadas em cultura de fibroblastos.

4.2.3. Pesquisa de anticorpos da classe IgG anti-CMV por teste

imunoenzimatico - ELISA .

A determinagdo qualitativa de anticorpos IgG especificos anti-CMV foi
feita através de Ensaio Imunoenzimético. (ELISA), pelo método indireto,
utilizando Kit comercial (Eti-Cytok-G-Plus, DiaSorin, Italia), de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

4.2.4. Isolamento do CMV em cultu;a de fibroblastos humanos

_O. isolamento das cepas do CMV, a partir de amostras de saliva e urina

dos recém-nascidos que tiveram detecido do DNA do CMV pela PCR, foi

realizado em culturas dipl6ides de fibroblastos humanos (HF), oriundas de
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pulmio fetal e imortalizadas por telomerizagdo (HFTelo). Estas células foram
doadas pela Universidade do Alabama Birmingham, USA. As células foram
cultivadas em meio minimo essencial (MEM) com sais de Earle, contendo 1% de
L-glutamina (Cultiiab, Bras;il); soro fetal bovino (Gibco, USA) a 10% no meio de
crescimento e a 2% no meio de manutengdo e 2% de uma solucido de antibiéticos
contendo penicilina 100 U/mL e estreptomicina 0,01 mg/mL e solugio de
bicarbonato de sédio a 8,4 %, para ajustar o pH em 7,2. As coldnias de células
foram cultivadas em frascos estéreis de 25 cm?2 (Costar, EUA), a 37°C, em estufa
de CO25%, até a formagido de monocamadas confluentes. Foram inoculados em
cada frasco 1000 pL da urina ou da saliva apés a retirada do meio de cultura. As
monocamadas celulares foram incubadas com os inéculos durante 1 hora e,
posteriormente, acrescentado 5 mL do meio de cultura a 10% a cada frasco. As
culturas celulares foram observadas diariamente em microscépio invertido
(Zeiss, Alemanha) até o periodo méximo de 30 dias. A presenca do CMV foi
detectada pelo aparecimento do efeito citopatico caracteristico. Apés o
aparecimento de pelo menos 80% de efeito citopatico pela monocamada, a
suspensao de célﬁlas infectadas e o sobrenadante foram estocados a - 80 °C até
0 seu uso no teste de neutralizagao.
4.2.5. Titulagao viral através da formagao de plaques de lise

As colc‘mja;s de fibroblastos humanos foram cultivadas em microplacas
estéreis de seis orificios, contendo 105 células/ orificio, a 37°C, em estufa de CO;
5%, até a formagdo de monocamadas confluentes. Ap6s a decantagdo do meio

de cultuia, foram inoculados aos orificios da microplaca 200 uL de suspenséo
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viral (cepa AD169 ou isolado clinico), em diferentes diluicGes decimais (10 a
10%). As monocamadas celulares foram incubadas com os in6culos, por 1 hora,
a 37°C, em estufa de CO,5% e posteriormente, acrescentado a cada orificio 3ml
do meio agarose overlay. O meio agarose overlay foi constituido de partes iguais
de 0,6% agarose (agarose low melting point, Gibco, USA) e meio minimo
essencial (MEM) com sais de Earle (Gibco, USA), concentrado duas vezes,
contendo 1% de L-glutamina (Cultilab, Campinas, Brasil), 10% de soro fetal
boviho (Gibco,USA) e 2% de uma solugdo de antibiéticos contendo penicilina
100 U/mL e estreptomicina 0,01 mg/mL e solucdo de bicarbonato de s6dio a
8,4%, para ajusér o pH em 7,2. As placas foram incubadas em estufa de CO25%
durante sete dias, quando foi acrescentado mais 3mL do meio overlay e
incubadas por mais sete dias. Apés este periodo, as monocamadas foram
fixadas com formalina a 10%, durante 10 minutos e em seguida lavadas com
agua e coradas com azul de metileno 0,03% durante 2 minutos.

Os plagues foram contados por leitura visual em microscépio invertido
(Zeiss, Alemanha) e o titulo viral foi calculado de acordo com a formula X =
N/Z K. d, onde X= nimero de unidades formadoras de plaques por aliquota N=
namero total de plaques contadas‘ em todas as dilui¢des da suspensao viral e d=
dilui¢des correspondentes. O titulo viral foi expresso em unidades formadoras
de plagues de lise (PFU)/por mL.

Tentou-se a titulagio do CMYV dos isolados clinicos de todas as amostras
de urina e/ou salivaldos recém-nascidos que tiveram a detecgao do DNA do

CMV pela PCR. O efeito citopético caracteristico do CMV foi observado em
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todos os indculos; entretanto, pelas limitagdes técnicas no cultivo do CMV, foi
possivel a titulagdo viral através da formagao de plagues de lise em 30/50(60%)
isolados; destes, em 14/30(47%) das cepas isoladas do CMV, foi possivel a
obtencao de titulos suficientes do virus para uso nos ensaios de neutralizagdo.
Dentre as limitagGes, observou-se a lenta propagagdo do CMV na cultura, com
aparecimento de alguns efeitos focais pela monocamada, sendo necesséri;) a
realizacdo de um nimero limitado de passagens dos virus (variagdo de 4 a 18),
conforme mostra a Tabela 1. Como descrito na técnica de neutralizagio, foi
necessério a utilizacdo de 10* pfu/mL do virus para obtengao de 100% de efeito
citopatico caracteristico ap6s 72 horas do inoculo nos orificios controles que
continham soros controles sem atividade neutralizante (negativos). Em 14
isolados, de passagens de 2 a 13, obteve-se titulos superiores a 104 pfu/mL e
titulos inferiores a 10* pfu/ mL foram observados em 16 dos 30 isolados; Tabela
P

Tabela 1: Titulos em unidades formadoras de plaques das cepas virais isoladas a partir
de amostras clinicas de 30 recém-nascidos com infecgao congénita pelo CMV.

Cepas isoladas de recém- Nimero de Titulo viral (PFU/mL)
nascidos passagens
0164AU- P4 3,2X103
0183AU P6 9,0X103
0533AU- P5 3,3X10#
0798AU- P4 6,2X10+4
609AU- P2 3.7x104
981AU- P6 9,0x103
0956BU- P4 5,5x103
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1016AU- P18 5,5x10%
1175AU- P12 2,2x102
1195BS- P8 3,3x104
1254AU- P10 1,6x10
1468AU- P5 2,2x104
1727AU- P5 4,6x105
2244AU- P12  2,4x10
2226AU- P5 3,4x10¢
2292AU- _ P7 ‘ 1,010
2367AU- P6 9,0x10
2467AU- P4 1,0x10°
2519AU P3 8,0X10°
2593AU- : P4 8,0x105
2775AU 2 2,3X103
M0072AU- P7 T 9,4x10
MO074AU- P10 6,0x104
M0339AU- P13 - 2,2x104
MO0680AU- P4 9,3x10°
M781AU- P4 9,5x103
MO804AU- .~ P4 3,3x10%
M1106AU- P7 2,7x10¢
M1115AU- _ P9 ' 5,4x10%
M1271AU- A . P6 7,4x10°

4.2.6. Técnica de microneutralizagdo viral para citomegalovirus
Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada a técnica de

microneutralizagdo, segundo descrito por GONCZOL et al. (1986). Neste
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ensaio, fibroblastos humanos (HFTelo) foram cultivados em frascos de cultura
celular de 25 cm?2. Inicialmente, os soros foram incubados a 56°C e um volume
de 30 pL de cada amostra foi adicionado em duplicata para um volume de 90
pL de meio de cultura (MEM, Gibco, USA) acrescido de 10% de soro fetal
bovino (Gibco, USA) em microplacas estéreis de 96 orificios de fundo plano,
prépria$ para cultura celular. Foram feitas dilui¢des duplas e seriadas dos soros
a partir de  1: 4 a 1: 512. Soros com atividade neutralizante em diluigdes
maiores a 512, foram testados até a dilui¢do 1: 4096. Controles positivos (soro
conhecido com atividade neutralizant'ev contra CMV previamente téstado) e
contrdles negativos (soro negativo sem atividade neutraiizante contra CMV
previamente testado) foram utilizados em todos os ensaios. Em seguida, 60 uL
de suspenséo viral contendo 800 PFU do virus (CMV cepa AD169 ou da cepa
isolada) e 5 uL de soro de c.obaia foram adicionados em todos os orificios,
exceto no controle de células (contendo somente meio de cultura). Ap6s 1 hora
de incubagdo a 37°C em estufé de CO2 5%; 150 uL de suspensao de células (4 x
104 células/ orificio) foram adicionadas. Ap6s 72 horas de incuba;,‘e'io, foi feita a
leitura visual da microplaca em miéroscépio invertido (Zeiss, Alemanha) e o
titulo de aﬁvidadg neutralizante foi definido como a mais alta diluigdo do soro
que conseguiu inibir de 80 a 100% do efeito citopatico caracteristico do CMV
(EC), ou seja, auséncia completa ou até 20% de EC em rﬂonocamadas, quando
comparacia com 100% de EC nos orificios contendo somente células e o virus,

como mostra a Figura 1. Todos os soros foram realizados em duplicata, sendo o
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resultado definido quando as duplicatas de cada soro tiveram resultados

concordantes.
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Figura 1: Teste de microneutralizagao viral para CMV. Auséncia do efeito citopatico
com total neutralizagao do virus nas dilui¢oes do soro (a) 1: 4, (b) 1: 8, (c) 1:16 (d) 1: 32.
Presenca de 10 a 20% efeito citopatico pela monocamada nas diluigGes 1: 64 (e); 1: 128
(f). Presenca de mais que 20% de efeito citopatico na diluicao 1: 256 (g) e 100% de efeito
citopatico na diluicao 1: 512 (h).

Na avaliacio do incremento dos titulos de anticorpos neutralizantes,
considerou-se significativo quando ocorreu uma elevaciao nos titulos de pelo
menos quatro vezes comparado ao titulo inicial de cada soro.

4.2.7. Reagao de Amplificagdio Génica em cadeia pela Polimerase qualitativa:
Nested-PCR

As amostras de leite das maes transmissoras e ndo transmissoras foram
inicialmente analisadas pela PCR de duas etapas (YAMAMOTO et al., 2001). Na
primeira etapa foram utilizados os iniciadores que amplificam uma regido do
gene codificador do antigeno precoce imediato (IE1), sendo os externos MIE4 e

MIE-5 (DEMMLER et al., 1998). A mistura da reagdo consistiu de uma solugao
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tampao 50mM de KCl e 20mM de Tris HCl, com pH 8,5; 1,5 mM de MgCly;
150pM de cada um dos trifosfatos de desoxinucleotideos, 15 picomoles de cada
um dos iniciadores; 1U de Taq DNA-polimerase (Invitrogen Life Techno]ogieé—
EUA) e 5pL. do DNA com volume final de 50 pL. A mistura da reacio foi
submetida a ur;1 ciclo de 94°C por 2 minutos, 55°C por 90 segundos e 72°C por
2 minutos, seguido por 34 ciclos de 94°C por 60 segundos, 55°C por 90
segundos e 72°C a 120 segundos, com uma extensdo final a 72°C por 10
minutos. Uma aliqubta de 1pL do produtd amplificz;do da primeira etapa foi
submetida a uma segunda reagdo com os iniciadores internos IE—i e IE-2
(NOGUEIRA et al., 2000). A mistura da reagao foi submetida a 30 ciclos de 94°C
por 60 segundos, 55°C por 60 segundos e 72°C por 60~segundos seguido, de
e*tenséo adicional de 72°C por 3 minutos. |
Para a visualizagdo das Bandas correspondentes dos produtos

amplificados, 10 pL do produto de PCR foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio 0,5ug/mL. A eletroforese foi
efetuada a 150 V, por 45 minutos, em tampao TBE (Tris 0,089 M, Borato 0,089 M,
EDTA 0,01M pH 75). Posteriormente, os géis foram visualizados a luz

ultravioleta e fotografados em sistema Polaroid.
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Tabela 2: Seqiiéncia de iniciadores utilizados na PCR qualitativa e quantitativa em
tempo real para o CMV.

Tamanho do produto

Primer Seqiiéncia em pares de bases

(pb)

MIE4 5" CAGCACCATCCTCCTCTTCCTCTGG 3’ 435

MIE-5 5" CCAAGCGGCCTCTGATAACCAAGCC 3’

IE-1 5" CCACCCGTGGTGCCAGCTCC 3’ 159

IE-2 5 CCCGCTCCTCCTGAGCACCC ¥

gB-1319 5 TGGAACTGGAACGTTITGGC 3’ 256

gB-1604 5 GAAACGCGCGGCAATCGG 3

gBnl 5GCGCCGTTGATCCACACACCY 95

gBn2 5TACGCCCAGCTGCAGTTCAC3

4.2.8. Reagdo de Amplificacdao Génica pela Polimerase quantitativa em tempo

real

As amostras de leite positivas pela técnica de PCR qualitativa foram
submetidas a PCR quantitativa em tempo real baseada no uso do corante
fluorescente SYBR Green I, utilizando o termociclador Rotor-gene versao 6.0,
(Corbett, Austrélia). Na reacdo da PCR utilizou-se 10 pL da mistura Sybr Green
I (Abgene, Advanced Biotechnologies Ltda, USA), 0,5 pM dos iniciadores gB-
1319 e gB-1604 (CHOU; DENNISON, 1991) e 2pL do DNA viral extraido da
amostra de leite. A mistura de reagdo foi submetida a uma ativagdo inicial da
Taq polimerase a 95°C por 15 minutos, seguida por 45 ciclos de desnaturagdo a
95°C a 20 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e desnaturagao a 72°C
por 30 segundos. Ap6s o término da PCR, a temperatura foi diminuida para

65°C e em seguida gradualmente aumentada para 95°C (0,2°C/seg). A



30

fluorescéncia foi continuamente monitorizada durante o processo de anélise da

curva de melting ou de dissociagao.

Para a quantificagao génica do CMYV, foi construida uma curva padrao a
partir dos valores do CT de cada amostra, ou seja, o namero de ciclos de PCR
requeridos para gerar fluorescéncia suficiente para alcangar o nivel onde a taxa
de amplificagdo é a maior durante a fase exponencial. Estes valores foram
obtidos com as diluigdes decimais seriadas (10 a 10-), correspondendo a
respectivamente 1,7 x10 a 1,7 x107 copias/pl do DNA de plasmidios contendo o
inserto de parte do gene codificador da glicoproteina B do CMV, previamente
quantificados (MARIN et al., 2001). O minimo de 1,7x 10 cépias/ul do DNA
plasmidial foi detectado neste ensaio quantitativo, como mostram as Figuras 2 e

3.

Norm. Fluoro.

Threshold

Figura 2: Curvas de monitoramento de fluorescéncia da amplificagao em tempo real
versus valores do CT (numero de ciclos de PCR requeridos para cada amostra para
atingir o limiar onde a taxa de amplificacdo é a maior durante a fase exponencial.
Quadruplicatas das dilui¢des de plasmidios (10-a 10-).
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Figura 3: Curva padrao obtida a partir de dilui¢des decimais seriadas do lote de
plasmideos clonados com inserto de parte do gene codificador da glicoproteina B do
CMV (1,7 X10a 1,7 X 107 c6épias/ ul).

o pico de melting ou de disvsociaqéo de 88,5°C foi obtida com todas as
diluicdes dos plasmidios, como mostra a Figura 4. A especificidade dos
produtos amplificados a partir de DNA extraido da fragdo do leite materno foi
realizada pela anélise do pico de melting. A amostra foi considerada positiva
quando o pico de melting foi obtido na temperatura de 87,8 a 88,5°C (Figura 5) e
a presenca de uma banda correspondente em ggl de agarose foi observada em

todas as amostras positivas.
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Figura 4: Determinagdo do pico de melting ou de dissociagdo de 88,5°C com as
diluigdes decimais seriadas (10 a 109) dos plasmidios com inserto de parte do gene
codificador da glicoproteina B do CMV.

Threshold

80 'ss a0 deg.
Figura 5: Anélise do pico de melting para determinagado da especificidade dos produtos
amplificados a partir de DNA extraido da fragdo do leite materno de 4 amostras, em

duplicata. A amostra foi considerada positiva quando o pico de melting foi obtido na
temperatura de 87,5 a 88,5°C.

4.3. Analise Estatistica

Elaborou-se um banco de dados no programa Epi Info (Centers for
Disease Control and Prevention, 2004), que também foi utilizado para analise
estatistica. A comparagdo das diferencas entre as médias geométricas dos

anticorpos neutralizantes e dos logaritimos das cargas virais obtidas no leite



33

foi feita pelo teste t de Student e teste de Mann-Whitney, quando indicado.

Assumiu-se o nivel de significancia a= 5% em todos os testes.



34

5. RESULTADOS

5.1.Caracteristicas socio-demograficas de 47 maies transmissoras e 94 nio

transmissoras.

Dentre as madaes transmissoras, a mediana da idade foi de 20 anos
(variagdo de 14 a 41) e dentre as nao transmissoras foi de 22 anos (variagao de
15-39). Em relagdo a mediana da escolaridade (anos de escola), dentre as
transmissoras e nio transmissoras foi de oito anos, com variagdo de 1 a 13 anos
e 0 a 15 anos, respectivamente. Quanto a paridade, dentre as transmissoras 21
(45%) eram primiparas e 26 (55%) eram multiparas. Entre as mies nao
transmissoras 44 (48%) eram primiparas e 47 (52%) eram multiparas.
Realizaram o pré-natal, 26 (54%) das maes transmissoras e 42 (46%) das nao
transmissoras. Os aspectos sécié-demogréficos maternos estio apresentados
nos Anexos 3 e 4.

5.2. Defini¢ao do estado soroldgico materno

Foram obtidas amostras de soro do pré-natal de 26 das 47 maes
transmissoras (55%) e 47 das 94 ndo trarismissoras (50%), coletadas no 'inicio da
atual gestagdo (mediana de 13 semanas). Todas as 26 maes transmissoras e as 47
mﬁes_.néo transrni#oras apresentavam anticorpos da classe IgG especificos
contra CMV, sugerindo a ocorréncia de uma provével infeccdo recorrente
materna (STAGNO et al., 1982; FOWLER et al., 1992).

Foram obtidas amostras de soro do parto de 47 maes transmissoras das

49 e de todas as 94 nao transmissoras. Todas as 47 mies transmissoras e 94 ndo
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transmissoras apresentavam anticorpos especificos contra 0 CMV no momento
do parto.
Os dados sorolégicos da pesquisa de anticorpos IgG anti-CMV maternos

pelo teste imunoenzimatico ELISA estdo apresentados nos Anexos 5 e 6.

5.3. Anticorpos neutralizantes contra a cepa AD169 do CMV de amostras
séricas obtidas no inicio da gestacio de maides transmissoras e nio

transmissoras da infec¢dao congénita.

A verificagdo da atividade neutralizante de anticorpos de amostras
séricas maternas obtidas no inicio da gestagdo (mediana de 1375emanas) contra
a cepa ADI169, foi verificada em todas as 26 maes transmissoras que tinham
amostras de soro disponiveis no inicio da gestagéo.

Dentre as 47 maes ndo transmissoras que tinham amostras disponiveis
no inicio da gestagdo, a verificagdo da atividade neu&diz@te foi verificada em
27 destas maes; em outras 20, os soros foram testados mas por limitacSes
técnicas (destruicdo da mon(.)camada de células ou por contaminagdo bacteriana
ou por fungos), a leitura do teste ndo foi conclusiva. A quantidade de soros
destas maes foi insuficiente para repetir o teste dé neutraiizéqﬁo, em duplicata.

A média geométrica dos titulos de anticorpos neutralizantes das maes
transmissoras foi de 87,15 (mediana = 128), variacdo de 4 a 128 e em maes ndo
transmissoras foi de 141,80 (mediana= 128), variagio de 32 a 256. Uma
proporgdao maior de mées com titulos maiores que 128 foi obsérvado entre as
transmissoras da infecgdo congénita comparado as ndo transmissoras, sendo a

diferenca das médias geométricas estatisticamente significativa (p=0,02), como
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mostra a Figura 1. Titulos de anticorpos neutralizantes maiores a 128 foram
observados em 5 (19%) de maes transmissoras e em 12 (44%) de maes nao
transmissoras. Os resultados da determinagdao da atividade neutralizante de

cada soro das mdes T e NT estdo apresentados nos Anexos 7 e 8.
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Figura 6: Comparacao dos titulos de anticorpos neutralizantes contra a cepa

AD169 do CMV em maes transmissoras e nao transmissoras no inicio da

gestagao.
5.4. Anticorpos neutralizantes contra o CMV (cepa AD169) de amostras
séricas obtidas no parto em mdes transmissoras e nao transmissoras da
infec¢ao congénita.

A determinagao da atividade neutralizante dos anticorpos maternos de
soros obtidos no momento do parto contra a cepa AD169 foi realizada em 47
maes transmissoras e em 91 maes nado transmissoras (dentre as 94 maes nao
transmissoras uma teve resultado negativo, apesar da presenga de anticorpos

IgG anti-CMV por ELISA e duas maes nao tinham amostras de soros suficientes

para a realizagdo do teste de neutralizagdo). Nenhuma mae transmissora e trés
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maes nado transmissoras apresentavam titulos de anticorpos iguais a 1024; oito
(17%) das transmissoras e 12(13%) das ndo transmissoras tiveram titulos iguais
a 512 e 30 (64%) das transmissoras e 67 (73%) das ndo transmissoras
apresentavam titulos iguais a 256. Embora titulos maiores ou iguais a 256
tenham sido observados em propor¢des maiores de maes nao transmissoras, a
média geométrica dos titulos de anticorpos neufralizantes ndo diferiu
significativamente entre as maes transmissoras e ndo transmissoras no
momento db parto (p=0,16), conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Atividade neutralizante contra a cepa AD169 de amostras séricas de maes
transmissoras e ndo transmissoras obtidas no momento do parto.

Media geométrica Mediana (variagao)

+dp
Maies Transmissoras n= 47 193,44 +146,13 256 (32-512)
Maies Nio Transmissoras n= 91 244,56 + 183,08 256(16-1024)
Valor de p p=0,16

5.5.Verificacao do incremento dos titulos de anticorpos neutralizantes contra
a cepa AD169 de amostras séricas de 26 maes transmissoras e 26 ndo
transmissoras obtidas no inicio da gesta¢gao e no momento do parto.
Obsefvou—se um incremento significativo nos titulos de anticorpos
neutralizantes de amostras séricas obtidas no inicio da gestagdo e no momento
do parto tanto no grupo de 26 maes transmissoras e 26 n@o transmissoras (a

quantidade de soro obtida no momento do parto de uma maée néo transmissora
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nio era suficiente para realizacdo do teste de neutralizagdo), como mostra a
Tabela 4.
Tabela 4: Comparagdo dos titulos dos anticorpos neutralizantes contra a cepa AD169

dos soros de maes transmissoras e nao transmissoras durante a gestagdo (no inicio da
gestagdo e no momento do parto).

Pré- parto Parto 4
Maies Transmissoras (n= 26) 8776 263 +133 <0,01
Mai ao tr i =26
des nao transmissoras (n ) 135+ 93 218 + 123 0,016

Entretanto, o incremento destes titulos foi significativamente maior no
grupo das maes que transmitiram a infecgdo aos seus filhos, ou seja, a diferenca
entre as médias dos titulos dos anticorpos neutralizantes obtidas no inicio da
gestacdo e no momento do parto no grupo das maes transmissoras foi de 176 vs
83 em ndo transmissoras (p= 0,019).

5.6. Determinacao dos titulos dos anticorpos neutralizantes de amostras
séricas de mies transmissoras no inicio da gestagio e no momento do parto
contra a cepa isolada de seus respectivos recém-nascidos.

A determinagdo dos titulos de anticorpos neutralizantes em maes
transmissoras contra as cepas do CMV isoladas de seus respectivos filhos foi
realizada em 14 pares mae-filhos no momento do parto. Destas maes, apenas
sete tinham amostras obtidas no inicio da gestagdo. A n56 verificagdo da
atividade neutralizante contra as cepas isoladas de seus filhos em outros casos -
foi decorrente da nio obtengdo de quantidades suficientes de virus nos isolados,

como descrito em Métodos laboratoriais.
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No inicio da gestagdo, a média geométrica dos titulos de anticorpos
neutralizantes contra as cepas de seus respectivos filhos nos sete pares maes-
filhos foi de 72 (32 a 256), ndo diferindo da média obtida contra a cepa
laboratorial AD169 que foi de 90,5 (64 a 128); (p=0,66).

No momento do parto, a média geométrica dos titulos de anticorpos
neutralizantes contra as cepas de seus respectivos filhos nos 14 pares maes-
filhos foi de 161, 3 (32 a 512) e contra a cepa AD169 foi de 228 (32 a 512)
(p=0,35).

Tabela 5: Titulos da atividade neutralizante dos anticorpos, contra as cepas AD169 e
isolados clinicos de seus respectivos filhos, em amostras séricas de maes transmissoras,
no inicio da gestagdo e no momento do parto.

Periodo Gestacional
Pré-parto Parto
N° no projeto Isolado Isolado
Clinico AD169 | Clinico AD 169

609 256 128 256 256
M 74 32 64 256 512
M 339 32 128 64 256
M 1106 32 32 32 32
M 1115 128 128 512 512
M 1271 128 128 256 256
533 128 256
798 128 256
1195 128 128
1468 128 32
1727 64 64
2226 256 128
2244 256 512
2593 256 256
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5.7. Quantificacdo do DNA do CMYV no leite de maes transmissoras e niao
transmissoras da infec¢ao congénita pelo CMV.

A presenca do DNA do CMV pela PCR qualitativa foi detectado em 38 /44
(86,4%) maes transmissoras (3 maes ndo tinham amostras de leite) e em 29/91
(31,8%) maes nao transmissoras (p<0,001). A quantificacdo da carga viral nao
pode ser determinada em 4/38 (10,5%) amostras de maes transmissoras e em
7/29 (24%) de maes nao transmissoras. O fluxograma 2 mostra um esquema
dos resultados obtidos na deteccdao qualitativa e quantitativa do DNA do CMV

de leite materno de maes transmissoras e nao transmissoras.

Fluxograma 2.
PCR Presenca do DNA do CMYV no leite
qualitativa materno
Transmissoras " * Nao Transmissoras
38/44 (86,4%) o 29/91 (318%) -
PCR Quantificacdo do DNA viral no leite materno
quantitativa .
4/38 (10,5%) no foi 7/29 (24%) nao foi
possivel a quantificagio [¢ —>| possivel a quantificagdo
do DNA do CMV do DNA do CMV
VL v

W%

T e
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A carga viral do CMV no leite foi significativamente maior em mazes
transmissoras comparado as maes nao transmissoras que tiveram o DNA do CMV
quantificado no leite, sendo a média geométrica do numero de cépias de DNA/pl
de leite = 2,37 x 102 (variagdo de 2,6 x 10 22,31 x 1(®) e 5,1 x 10 (variagdo de 1,2 x 10
a 343 x 102) coépias/pl de leite, respectivamente; p=0,004), como mostrado nas

Tabelas 6 e 7 e na Figura 7

Tabela 6. Deteccdo e quantificagdo do DNA do CMV na fragdo do soro do leite

de maes transmissoras: determinagdo do pico de melting e numero de cépias de
DNA/ pl de leite.

Maes Copias de DNA/pul Pico de melting
59 56,6 87,8
164 80,2 87,8
183 215,1 87,5
187 84,5 88
511 604 88,2
513 3 375,2 87,5
533 93,5 88,5
609 35 88
853 45,3 87,8
1016 61,5 88,2
1063 470,7 88
1150 732,8 88
1175 1334 87,7
1254 2307,2 88
1468 90,5 87,8
M72 64,6 88
M74 351,9 87,5
M206 2576,4 88,2
1749 932,4 87,8
M339 258,6 88,3
M457 438,5 88
M781 97,9 87,8
M804 274,7 88
2244 609,9 88
2292 704 88
M9I81 60,4 87,5
2367 927,2 87,8
M1106 1124 87,8
Mi1115 = 615,1 87,5
2519 ' 161,6 88
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M1271 4764 88
2593 26,2 88,2

M1467 688,6 87,8
2761 636,3 88

Tabela 7. Detecgdo e quantificagio do DNA do CMV na fragao do soro do leite
de maes ndo transmissoras: determinagdo do pico de melting e nimero de

copias de DNA/ pl de leite.

Maes Copias de DNA/ul Pico de melting
188 12,9 88
174 56,7 87,5
502 44 88,2
516 22,9 88,3
506 46 88,7
512 83,8 88
808 48,1 88
1023 343,5 88
1249 83,4 87,7

M100 17,7 88

M113 13,4 87,5

M102 78,3 87,8

M843 73,3 88
1717 86 87,8

M484 133,1 88,5

M686 11,6 88,5

M806 31,3 87,5
2228 32,7 87,5
2300 213,3 87,5

M985 18,1 87,8
2513 45,5 88

M1573 87,8 87,8
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Figura 7: Quantificacao do DNA do CMV no leite materno obtida nas primeiras duas
semanas pos-parto (mediana=3 dias) de maes transmissoras e nao transmissoras da
infecgao congénita (p=0,001).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a atividade neutralizante dos anticorpos
especificos contra a cepa AD169 do CMV de amostras séricas obtidas de um
grupo de mdes que transmitiram a infecgdo aos seus filhos comparativamente a
um grupo de maes que ndo transmitiram. Esta comparagdo foi realizada em
dois periodos, sendo uma no inicio.da gestagdo e o outro no momento do parto,
estudando-ée a cinética da resposta da atividade destes anticorpos durante a
gestacdo em cada grupo. Baseado no pressuposto de que a determinagiao dos
anticorpos neutralizantes de soros maternos contra as cepas do CMV isoladas
de seus respectivos filhos com infeccao congénita podera mostrar uma melhor
correlagdo do papel protetor da imunidade materna do que a quantificagao
destes anticorpos contra a cepa laboratorial AD169, _avaliou—se também a
resposta dos anticorpos neutralizantes contra as cepas isoladas de seus
respectivos filhos em maes transmissoras. Adicionalmente, verificou-se a
deteccdo do DNA do CMV no grupo de maes transmissoras e nao
transmissoras no leité, considerado o melhor sitio de excregéo viral apbs o
parto, buscando-se uma associagdo com a transmissdo da infeccao congénita,
uma vez que a carga viral do CMV em alguns fluidos corporais maternos de
facil obtencao, tais como o leite pode refletir a ocorréncia de replicagio viral em
outros sitios ocultos de dificil acesso, mas que contribuem para a propagagcao do
CMYV ao feto.

O achado mais importante deste estudo féi a associacio dos niveis de

anticorpos neutralizantes com a transmissdo da infecgdo congénita. Observou-
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se que mdes ftransmissoras apresentavam niveis menores de anticorpos
neutralizantes no inicio da gestagdo comparado as mées que ndo transmitiram o
CMV ao feto durante a gestagdo, ou seja, altos titulos de anticorpos
neutralizantes, mais comumente obsefvados dentre as nio transmissoras
-limitam a ocorréncia de infeccdo congénita. Embora os titulos protetores de
anticorpos neutralizantes nao sejam conhecidos (ADLER et al., 1995), este
achado implica que a atividade 'neutralizante tem papel protetor na ocorréncia
da transmissdo do CMV ao feto durante a gestagdo como demonstrado em
estudo prévio por BOPPANA; BRITT, 1995, sendo este conhecimento crucial no
estudo de desenvolvimento de \-rac'mas seguras e eficazes na prevenééo desta
infecgdo.

Existem algumas hip6teses para o achado de Aniveis menores de atividade
neutralizante em algumas mulheres imunocompetentes e predominantemente
jovens como as méés participantes deste estudb. Uma delas seria uma demora
na aquisicdo da maturagéo‘ destes anticorpos como conseqiiéncia de uma
alteragdo na resposta dos linfécitos T. Para a maturagdo dos anticorpos, ocorre
uma mﬁtagéo somética nos genes responsaveis pela expressio da regiao
variavel das cadeias leves e pesadas das‘ imunoglobulinas, seguido por uma
selecdo de linfécitos B produtores de anticorpos de alta afinidade (FRENCH;
LASKOV,: SCHAFF, 1989). Portanto, os processos de hipermutagdo somatica e
p1.'odu<;50 de anticorpos de alta'afinidade sdo dependentes da resposta iinfécitos
dos T (SIEKEVITZ et al., 1987). Desta maneira, a persisténcia ou repetidas

estimula¢des de antigenos protéicos dependentes de célula T aumentam o
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nimero de mutagdes dos genes das imunoglobulinas, gerando anticorpos com
alta afinidade (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000). Uma alteracdo no processo
de maturagdo da afinidade dos anticorpos, como algumas hipermutacdes dos
~genes das irriunoglobulinas podem resultar em um declinio ou perda de ligagao
ao antigeno ou mes'mo anormalidades no mecanismo imunologico celular,
possivelmente uma alteragdo na resposta das células T auxiliadora que sido
essenciais para a maturagdo da resposta de énticorpos (ABBAS; LICHTMAN;

POBER, 2000).

Uma conseqiiéncia desté maturagdo dos anticorpos resulta em maior
capacidade de neutralizagdo viral que pode ser demonstrada in vitro pela
determinagdo dos indices de avidez de anticorpos e in vivo pela maior protegao
contra a infecgdo e a disseminagdo do CMV (ELANK; LESLIE; CLEM, 1972). A
correlagéo entre a avidez de anticorpos e ati\.ridade neutralizante viral foi
evidenciada em gestantes com infeccao primaria pelo CMV; as mies
transmissoras da infecgado congénita. pelo CMV apresentavam anticorpos de
baixa avidez e menores titulos .de ‘anticorpos neutralizantes, quando
comparadas aquelas que ndo transmi’drarﬁ a infeccio (BOPPANA; BRITT,
1995). Estes pesquisadores sugerem que a transmissao intrauterina do CMV nao
esta relacionada ao déficit de anticorpos, mas sim a afinidade dos anticorpos e a
capacidade de neutralizagdo. Em outro estudo utilizando espécimes de biépsias
de placentas humanas observou-se associa¢dao da relagdo entre infecgdo ativa do

CMYV e baixos titulos de anticorpos neutralizantes (PEREIRA et al., 2003).
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Uma segunda explicagdo relacionada a demora na aquisi¢do da maturagdo
dos anticorpos contra o CMV, pode ser atribuida aos mecanismos de evasao
imunolégica do virus, em parﬁcular a4 ndo apresentacdo de antigenos na
superficie das células infectadas, pois'o CMV infecta preferenc?almente tecidos

- que expressam um menor nimero de moléculas de MHC da classe I e expressao
de proteinas V]'.I'E;liS. Como conseqiiéncia, ndo ocorreria a lise pelas células CD8+
e a produgado de anticorpos policlonais (HENGEL; BRUNE; KOSZINOWSKI,
1998). Em 2004,‘STEINNINGER et al. realizaram da 'mamraééo de anticorpos e
ocorréncia de viremia em pacientes imunocompetentes e transplantados renais
que tiveram infecgdo pfiméria pelo CMV. Nesta corhparac;éo observaram que a
aquisicdo da maturagdo dos anticorpos contra o CMV em pacientes
imunocompetentes ocorreu em média trés a cinco meses apés a infecgdo
priméria e nos pacientes transpiantados ocorreu em um periodo superior a 48
meses. Os autores atribuern esta demora na maturagao dqs anticorpos contra o
CMV aos mecanismos de evasdo imunolégica deste virus uma vez que o tempo
de aquisicio desta maturacao foi superior ao observado com o virus da rubéola
e Epstein—Bafr virus (EBV), qué §corre geralmente em um a trés meses ap6s a

infecgdo primaria (HEDMAN; ROUSSEAU, 1989).

Uma terceira hip6tese para explicar os menores niveis de atividade
neutralizante em maes transmissoras refere-se a época de aquisigao da infecgdo
primaria. Em - geral, as mdes participantes deste estudo eram
predominanteménte j-ovens, tanto no grupo das transmissoras como das nao

transmissoras. No entanto, é possivel que a primo-infecgdo pelo CMV tenha
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ocorrido mais recentemente nas transmissoras. A idade materna j4 foi relatada
em estudos prévios como fator de risco de infeccdo congénita pela maior
probabilidade de ocorréncia de infecgio recente em mies mals jovens
(STAGNO, 1977; MONTGOMERY et al., 1980). A evidéncia de que o risco de
ocorréncia de infécgéo congénita é maior quémdo a infec¢do primaéria @tem
ocorre préximo dg concepgao foi sugerido récentementg por FOWLER;
STAGNO; PASS, 2004. Neste estudo, maes qué tiveram uma nova gestagao no
periodo menor de dois anos ap6s a primo-infeccdo pelo CMV apresentaram
maiores chances de transmitirem a infecgédo aos seus filhos cor-nparado aquelas

maes que tiveram uma nova gestagao em um periodo superior a este periodo.

O segundo momento da avaliagdo dos niveis de anticorpos neutralizantes
maternos neste estudo ocorreu no periodo imediatamente ap6s o parto. Ao
contrario do observado no im’cié da gestagdo, a média geométrica destes
anticorpos nao ciiferiu entre as mdes transmissoras e nio transmissoras.
Observou-se um aumento, em pelo menos quatro vezes dos titulos dos
anticorpos maternos do inicio da gestagdo, em comparagio aos titulos obtidos
no momento do parto nos dois grupos, sugerindo a ocorréncia de infecgdo ativa
pelo CMV nos dois grupos. Considerando bque todas as maes transmissoras e
nao traﬁsmissoras que tinham amostras de soro disponiveis no inicio da
gestagdo eram soropositivas na ocasiéo, a replicagdo do CMV provavelmente
ocorreu em sitios de laténcia.por reativacdo viral. Este provavel ‘evento é
reforado pela observagdo de que esta elevagdo, na maioria das maes, nao

excedeu mais que duas vezes o titulo obtido no inicio da gestagdo. A
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estimulagdo antigénica para produgdo dos anticorpos neutralizantes geralmente
é maior na infecgdo primaéria pela réplicagao viral no sangue que est4 presente
nos primeiros meses (REVELLO et gl., ".l998). Segundo,. BOPPANA; BRITT,
(1995), os titulos de anticorpos neutralizantes em maes qﬁe tiveram infecgdo
priméria durante a gestagao, geralménte sdo maiores ou iguais a 400, quando
avaliadas no momento do parto. Considerando que um provavel mecanismo da
transmissdo intra-ttero na infecgdo recorrente materna seria a replicagio viral
localizada em sitios pr6ximos ao miométrio sem a ocorréncia de viremia
(FISHER et al., 2000), na reativagdo viral a elevagdo dos anticorpos
neutralizantes seria menor .
Entretanto, o incremento, ou seja, a elevacio dqs niv-eis destes
anticorpos durante a géstac;éo foi significativamente maior em maes que
transmitiram a infecgdo aos seus filhos. A replicagado do CMV provavehﬁente
foi mais intensa nas maes que tiveram filhos infectados uma vez que
apresentavam ménores 'niveis ‘de anticorpos neutralizantes no inicio da
gestagéo; conferindo pouca protegéo contra a transmissdao do CMV ao feto. Ao
contrario, nas nao transmissoras que apresentavam niveis mais elevados, a
replicagdo viral provavelmeﬁte foi menos intensa. O grau de replicagdo viral
também pode ser responsavel pelo achado de. niveis similares dos anticox;pos
neutraiiza.ntes no momento do parto nos dois grupos. Considerando que as
maes ndo transmissoras.‘ tinham niveis mais elevados de anticorpos
neutralizantes no inicio da gestacdo e tiveram menor estimulo antigénico, pode-

se supor que conseqiientemente a elevacdo destes anticorpos seria menor
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comparado s ndo transmissoras. Reforcando estes achados, TANAKA et al.,
(1991), que estudaram a cinética dos anticorpos neutralizantes em gestantes
soropositivas ao CMV durante a gestagdo, verificaram que aquelas que
apresentavam baixos titulos no primeiro trimestre, tiveramm aumento
significativo no final do terceiro trimestre. Por outro lado, em gestantes com
altos titulos de anticorpos neutralizantes no inicio da gestagio, este aumento
ndo ocorreu de maneira significativa. Os autores sugerem que a cinética da
respostaA dos anticorpos neutralizantes observada nestas gestantes foi em
decorréncia vda reativagdo do virus endégeno e que os anticorpos neutralizantes
devem contribuir na prevengdo da transmissao intrauterina.

Da mesma maneira que o estudo de SCHOPPEL et al, 1998, que
demonstraram o papel dos anticorpos neutralizantes no controle da
disseminagdo do CMV e conseqiiente protecdo no desenvolvimento de doenga
em pacientes transplantados de medula ésseé, é provavel que exista uma
associagdo entre os titulos de anticorpos neutralizanteé em gestantes e
transmissdo da infeccdo congénita.

Recentemente, tem sido questionada a contribuigdo da reinfeccdo com
novas cepas virais em maes com imunidade prévia na transmissdo intrauterina
do CMV. Embora as dificuldades técnicas relacionadas ao Fultivo do CMV a
partir de isolados clinicos tenham limitado a obtengdo de titulos virais
suficientes para os ensaios de microneutralizagéo, no presente estudo,
observou-se que a resposta dos anticorpos neutralizantes de amostras séricas de

maes transmissoras contra a cepa isolada de seus filhos e contra a cepa
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laboratorial AD169 foi similar no inicio da gestagdo € no momento do parto.
EstesA achados foram concordantes com os obtidos por WEBER et al., (1993)
verificando que os niveis de anticorpos neutralizantes contra a cepa AD169v em
um grupo de ﬁansplaﬁtados renais que tiveram infecgdo primaéaria foram
similares aos encontrados contra as suas respectivas cepas isoladas. A
heterogeneidade das diferentes cepas do CMV poderia ser a major razdo para
uma falha na detecgdo dos anticorpos neutralizantes usando cepas laboratoriais
de referéncia, uma vez que desde 1960, em estudo realizado por WELLER et al.,
1957, demonstrou-se que a maior atividade neutralizante ocorre contra a cepa
do CMV responsavel pela infecgdo. Desta maneira, os resultados deste estudo
mostram que a despeito da existéncia de diferentes cepas do CMYV, os testes de
neutralizacdo usando a cepa AD169, permitem uma avaliagdo quantitativa e
real de anticorpos neutralizantes cdntra o CMV.

Outros estudos mostraram qué a capacidade neutralizante dos soros
humanos contra cepas heter6logas (novas cepas) do CMV é diferente da
capacidade neutralizante contra cepas homoélogas (reativacdo de infecgdo
latente) (GRUNDY et al., 1988; KLEIN et al., 1999). Um estudo em gestantes
com imunidade prévia mostrou que aquelas nﬁes que tiveram reinfecgao com
~ uma nova cepa do CMV, a atividade neutralizante contra a cepa AD169 nao
apresentou diferenga significativa no inicio da gestagao e no momento do parto.
Entretanto, quahdo a atividade neutralizante foi analisada contra a cepa isolada
de seus respectivos filhos observou-se umé elevagdo significativa (BOPPANA et

al., 2001). Portanto, os achados deste estudo mostram que existe uma associagao
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entre a resposta humoral materna e ocorréncia ou ndo de infeccdo conggnita a
exemplo de diversas linhas de evidéncias experimentais que tém sugerido que
os anticorpos com atividade neutralizante contribuem na prevengio da
disseminacdo viral (BOPPANA; PASS; BIRTT, 1993; JONGIC et al, 1994;
BOPPANA; BRITT, 1995). Entretanto, ainda ndo € muito claro se a atividade
neutralizante contra uma determinada cepa do CMV confere protecao contra
reinfecgées com novas cepas.

Além da resposta imunolégica materna, caracterizada pela resposta
dos anticorpos neu’cralizantes.coﬁtra o CMV, um outro fator avaliado neste
estudo que pode estar associada a um maior risco de transmissdo da infeccdo
congénita, foi estimar grau de replic;agéo viral nestas maes através da
quantificagao do DNA do CMV no leite imediatamente apés o parto, ou seja, no
colostro. Este fluido corporal foi escolhido pela alta probabilidade de detecgao
do CMV no periodo pés-parto (VOCKEN et al., 19§8; HAMPRECHT et al,
2001), embora os estudos de transmissdo do CMV na infecgdo perinatal tenham
mostrado que o CMV é raramente encontrado no colostro (NUMAZAKI, 1997;
YASUDA et al., 2003). A exemplo do que ocorre na infeccdo congénita, o rim
.néo é o 6rgdo alvo de doenga cohgénita no recém-nascido infectado, mas a
quantidade de virus excretado na urina reflete a infecgdo sistémica; desta
maneira, a virdria pode ser considerada um marcador de replicacdo viral em
Orgdos alvos tais como o cérebro e ouvido interno, que sdo menos acessiveis

clinicamente para testes virol6gicos (GRIFFITHS et al., 1982).
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Ja esta bem estabelecida a relagdo da virolactia com a infecgdo perinatal
em diferentes estudos (VOCKEN et al., 1998; HAMPRECHT et al., 2001; MEIER
et al., 2005), confirmando-se que a maioria das maes soropositivas excretam o
CMV no leite e que essa é a principal fonte de tx;ansmisséo do virus para o
lactente ap6s o parto. No entanto, de maneira geral, poucas mulheres
soropositivas excretam o CMV no leite na ‘primeira semana apds O parto
(YASUDA et al., 2003). Geralmente, o periodo de maior freqiiéncia de detecgao
da DNAlactia situa-se entre duas e seis semanas pés-natais (YASUDA et al.,
2003; VOCKEN et al., 1988; HAMPRECHT et al., 2001, HAMPRECHT et al.,
2003) quando a quantificacdo dessa fragdo atinge o i)ico rﬂéximo de 10% a 106
c6pias/ mL (YASﬂDA et al., 2003). Diferentemente, em nosso estudo,. a alta
freqiiéncia e o alto grau de replicacdo precoce, antes de duas semanas .pés-
natais, do CMV no leite, revelado por niveis de DNA viral tdo elevados quanto
10* c6pias/mL, em mdes que transmitiram a infec¢do ao feto quando
comparados aquelas que ndo transmitiram essa infec¢do, é achédo inédito.
I‘mportante' ressaltar que a deteccdo de DNA viral no soro lacteo tdo precoce
quanto aquela identificada neste estudo foi encontrada por HAMPRECHT et
al., 2001. Estes autores mostram que a detecgdo precoce de DNAlactia bem
como cargas virais altas do CMV no leite materno constituem fatores de risco

‘materno para transmissdo materna da infecgdo pés-natal do CMV de mulheres
soropositivas ao CMV para recém-nascidos pré-termo enquanto as mulheres
que nao transmitiraxﬁ a infecgao pés-natai mostraram reativagéé viral tardia e

carga de DNA viral baixa no leite. Os achados do presente estudo permitem
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supor que a detecgdo precoce de DNA viral no leite materno seja, além de um
indicador de replicagdo viral na glandula mamaria, também indicador dessa
replicacdo em outros sitios corporais envolvidos na transmissdo intra-uterina,

considerando células miometriais e macréfagos.

Existem evidéncias da importancia da imunidade humoral contra o
CMYV, particularmente na transmissdo materno-fetal (BOPPAN A; BRITT,1995) e
em pbacientes submetidos a transplante renal (SNYDMAN, 2001), bem como da
relagdo inversa dos niveis de anticorpos neutralizantes com o grau de replicagio
sisttmica do CMV (ALBEROLA et al, 1998). O estudo da atividade
neutralizante dos anticorpos especificos contra este virus em individuos
imunocompetentes como a8 gestantes com imunidade pré-existente e da
determinacgéo e quantificagdo da excregdo ativa do CMV nessas mulheres, pode
contribuir na compreensao das conseqiiéncias da infecgdo pelo CMV durante a
gestagdo, seja por reativagdo ou reinfecgdo com novas cepas, numa populagao

com elevada taxa de soroprevaléncia.
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7. CONCLUSOES

7.1. Existe associagdo entre baixos titulos de anticorpos maternos
neutralizantes contra o CMV no inicio da gestagdo e a transmissdo da infecgdo
congénita. Menores titulos de anticorpos neutralizantes foram encontrados em
mdes que transmitiram o CMV quando comparadas aquelas que nao
transmitiram.

7.2. A despeito da heterogeneidade do CMV,'a atividade neutralizante
contra a cepa AD169 permite uma avaliagido real da resposta destes anticorpos
as diferentes cepas do CMV. A resposta dos anticorpos neutralizantes maternos
contra a cepa isolada de seus respecﬁvos filhos nao diferiu da respoéta desses
anticorpos contra a cepa AD169.

7.3. A elevagdo dos titulos dos anticorpos neutralizantes contra o CMV
durante a gestacdo em gestantes sorop‘os‘itivas sugere a ocorréncia da reativagao
viral em mées transmissoras e no transmissoras da infecgdo congénita. O
incremento maior nos titulos dos anticorpos neutralizantes em maes
transmissoras sugere a ocorréncia de replicagio do CMV mais intensa
comparadp as nao transmissoras.

7.4. A detecgdo precoce e cargas elevadas do CMV no leite materno
podem constituir fatores de risco para a transmissao intra-titero deste virus e
podem indicar o grau de replicacdo em outros sitios corporais envolvidos na

transmissdo da infecgdo congénita, como células miometriais e macréfagos.
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Anexo 1 -Cépia da Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL DAS CUNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAQ PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAC PAULO

CEP. 14048-900
RIBEIRAO PRETO - S.P, CAMPUS UNIVERSITARIO — MONTE ALEGRE
BRASIL FONE: 8602-1000 - FAX (016) 633-1144

Ribeirao Preto, 29 de julho de 2002

Oficio n® 1979/2002
CEP/SPC

Prezada Senhora:

O, trabalho  intitulade  “INFECGAO
CONGENITA POR CITOMEGALOVIRUS EM POPULAGAO DE
ELEVADA SOROPOSITIVIDADE: CARACTERIZAGAO MOLECULAR
DAS CEPAS VIRAIS E AVALIAGAO DA OCORRENCIA DA
REINFECCAO MATERNA®, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 135* ReuniAo Ordinaria realizada em 22/07/2002, e
enquadrado na categoria: APROVADO, de acordo com o Processo HCRP
n® 4782/2002. , '

Aproveito a oportunidade para apresentar a
Vossa Senhoria protestos de estima e consideragdo.

pnog‘%mmm@& CUNHA

Coordenador do Comitede Etica
em Pesquisa do HCFMRP-USP e da FMRP-USP

Ilustrissima Senhora

DR®* APARECIDA YULIE YAMAMOTO
Depto. de Pucricultura ¢ Pediatria

Em maos
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Anexo 2. Cépia do termo de Consentimento Aplicado
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CAMPUS UNIVERSITARIO - MONTE ALEGRE - FONE: 602- 1000
FAX: 633-1144 - CEP: 14048-900-RIBEIRAO PRETO - SP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO
NOME DA PESQUISA:

Infecgdo congénita por citomegalovirus em populagdo de elevada soropositividade :
caracterizagdo molecular das cepas virais e avaliagdo da ocorréncia de reinfecgdo materna.

PESQUISADOR RESPONSAVEL : APARECIDA YULIE YAMAMOTO
CRM N°: 49769
PROMOTOR DA PESQUISA: Departamento de Puericultura e Pediatria da FMRP-USP

Patrocinador que apdia financeiramente a pesquisa: FAPESP (Auxilio Pesquisa)
Gostaria de convidar a Sra e o seu filho para participem de um estudo de pesquisa.

Esta pesquisa é sobre uma infeccdo causada por um virus chamado Citomegalovirus.
Esta infecgdo € muito comum. Quando uma mulher pega este virus durante a gravidez, a
infecgdo pode passar para o bebé ainda dentro da barriga da mde. Se o medico ficar
sabendo logo que o bebé tem esta infecgdo, pode comegar um tratamento e estes
problemas ndo ficarem muito graves e também acompanhar a crianga desde pequeno e
fazer todos os exames para saber se a crianga vai ter problemas.

Essa pesquisa quer saber quantas criangas nascem com essa infecgdo e o por que
algumas criangas nascem com essa infecgdo e outras ndo. Além disso, existem muitos tipos
destes virus chamado citomegalovirus e a pesquisa também quer descobrir quais tipos
deste virus que causam mais esta infecgdo e também como a mde pode reagir contra este
virus para ndo passar esta infecgdo para o bebe.

Se a senhora concordar em participar, do seu filho, serd preciso colher um pouco de
urina e um pouco de saliva logo ao nascimento, para fazermos exame que vai mostrar se ele
estd com a infecgdo por este virus ou ndo. Serd colocado um saquinho de pldstico para
colher um pouco de urina de seu filho e a saliva serd coletada com um tubinho de
pldstico,sem machucar a boca do bebé. Se a quantidade de saliva for pouca, serd pingada
uma gotinha para aumentar a saliva naquele momento da coleta. Serdo feitos exames na
urina e na saliva. Ele vai receber todos os cuidados necessdrios no bergdrio.

Se seu filho estiver com esta infecgdo ou se ele ndo estiver com infecgdo, poderad ser
necessdrio repetir o exame e nesse caso a Sra serd avisada e convidada para uma consulta.
Também solicitaremos que a Sra responda a um questiondrio e nos doe um pouco de sua
urina e de seu leite para fazermos exames para a pesquisa e ver como estd a defesa do seu
corpo contra este virus. Serd fornecido auxilio-transporte para comparecer a essa
consulta. Se o seu filho ndo tiver infecgdo e vocés forem convidados a vir ao hospital, serd
necessdrio vir ao hospital uma dnica vez.

Também, para fazer exames que mostrardo se vocé teve a infecgdo por este virus antes
ou durante a sua gravidez, serd aproveitado um pouco do sangue que vocé colheu durante a
gravidez nos postos de saide ou nesse hospital (se vocé tiver feito pré-natal) e o que
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sobrou do sangue que vocé colheu no dia que internou nesse hospital para dar a luz e que
estavam guardados no Laboratério.

Se o seu filho estiver com esta infecgdo e se vocé concordar, ele serd acompanhado
nesse hospital e serdo feitos exames para saber se ele tem alguma consegiiéncia da
infecgdo e para planejarmos o tratamento. Nesse caso, nas duas primeiras consultas de
retorno, solicitaremos que vocé colha um pouco de sua urina e de seu leite, se estiver
amamentando.

A coleta destes exames ndo ird atrapalhar ou atrasar os cuidados que seu filho precisa
ou mesmo a sua alta do Hospital, que serdo feitos normalmente.

A participagdo nesse estudo ndo lhe trard nenhum gasto. Ndo haverd nenhuma despesa
para vocé, além daquela de transporte para o retorno, que normalmente vocé teria que ter
para trazer o seu filho para o acompanhamento.

O dnico desconforto esperado é o saquinho de pldstico que ficard colado na pele da
crianga somente o tempo necessdrio para ele urinar e o tubinho de pldstico que serd
colocado no canto da boca para colher um pouco de saliva. Ndo é esperado que o seu filho
corra risco algum ao participar desta pesquisa.

Para vocé os (nicos desconfortos serd o de coleta de um pouco de urina e um pouco de
seu leite, o0 que ndo causa nenhuma complicagdo.

O seu filho pode se beneficiar ao participar deste estudo, pois, se soubermos que ele
tem infecgdo pelo citomegalovirus, podemos planejar o seu tratamento e acompanhamento.
Ndo haverd nenhuma despesa para vocé com relagdo ao tratamento da crianga. Este serd -
realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

O resultado dessa pesquisa pode ajudar outras criangas nascidas com esta infecgdo.
Mesmo que o seu filho ndo esteja infectado, a sua participagdo nesse estudo pode nos
ajudar a compreender o por qué algumas criangas adquirem esse virus e outras ndo e,
assim, no futuro, poderemos tentar ajudar a prevenir a infecgdo em grande nimero de
criangas, por meio do desenvolvimento de vacinas contra este virus. Seu nome e o nome de
seu filho nunca serdo identificados. '

Como foi descrito acima, ndo hd riscos importantes em participar deste estudo, tanto
para vocé como para o seu filho. Caso vocé ou seu filho sofram algum tipo de lesdo como
resultado deste estudo, o Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sdo Paulo dard a ele o tratamento necessdrio e imediato. Este estudo
ndo modificard o tratamento de rotina que o seu medico fornecerd a vocé e seu filho, nas
questdes relacionadas & sua salde e a de seu filho.

A sua participagdo é volum‘éria,- o tratamento e todos os cuidados de seu filho
estardo garantidos em qualquer tempo, mesmo que vocé ndo concorde em participar. Vocé
pode desistir de participar dessa pesquisa em qualquer momento.

Ndo hd nenhum programa de compensagdo monetdria por meio desta Instituigdo, mas
vocé e seu filho ndo estardo renunciando a nenhum direito legal ao assinar este
formuldrio de consentimento.

ASSINATURAS

Se tiver lido o consentimento livre e esclarecido (ou se ele tiver sido explicado para vocé) e
tiver entendido a informagdo, e concorda voluntariamente em permitir que seu filho recém-
nascido participe deste estudo, por favor assine abaixo: ’
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Data

Nome do voluntdrio Assinatura do voluntdrio

(datilografado ou em letra de forma)

Nome da testemunha Assinatura da testemunha
Data

Datilografado ou em letra de forma

Eu expliquei o motivo deste estudo & voluntdria. Estou certo de que ela entendeu o
propésito, os procedimentos, riscos e beneficios deste estudo.

Nome do pesquisador : Aparecida Yulie Yamamoto
Assinatura ' "Data:

Telefone de contato: 602-2674
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Anexo 7: Titulos da atividade neutralizante dos anticorpos, contra a cepa AD169, em
amostras séricas de maes transmissoras e ndo transmissoras, no periodo do pré-parto.

Transmissora | Titulos | Nao Transmissora | Titulos
0059M 192 0188M 64
0292M 256 2300M 256
0533M 256 2364M 64
0609M 128 2471M 128
0956 M 256 2737M ' 256
1063M 32 MO0065M 64
1587M 32 MO0329M 128
1749M 128 M0484M 256
1951M 128 MO0775M 256
2292M 64 MO0806M 128
2367TM 128 MO0982M 256

12467M 256 M1120M 128
2519M 128 M1280M 256
| M0072M 128 0077M 256
MO0074M 64 0321M 256
MO0206M 128 0516 M 128
MO339M 128 0614M 64
| M0457M 8 M0102M 32
| M0680M 16 M0345M 256
MO0798M 64 MO0485M 64
M0804M 64 MO0807M 32
M1039M 64 M0985M 256
M1106M 128 M1049M 256
M1115M 128 M1118M 256
M1271M 128 M1121M 32
M1467M 16 M1283M 128
M1573M 256
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Anexo 8: Titulos da atividade neutralizante dos anticorpos, contra a cepa AD169, em
amostras séricas de maes transmissoras e ndo transmissoras, no momento do parto.

Nao Nao

Transmissoras | Titulos| Transmissoras Titulos | Transmissoras | Titulos
0059M 256 0062M 128 0321M 512
0187M 256 0188M 128 0516M 128
10292M 512 0174aM 256 0506 M 128
[0511M 256 0318M 128 0614M 128
0513M 256 0502M 128 0808M 512
0533M 256 0512M 64 0963M 256
0609M 256 0805M 512 1023M 256
| 0853M 32 0974M 128 1078M 256
£9~5§M 256 1022M 1024 1162M 256
1016M 128 1073M 128 1192M 256
(1063M 256 1190M 256 1205M 256
[ 1150M 64 1193M 256 1261M 256
1175M 256 1249M 1024 1372M 128
1195M 128 1367M 256 1472M 512
1_254M 128 1470M 256 1565M 256
1380M 64 1605M 1024 1721M 256
 1468M 32 1717M 256 1760M 512
1587M 128 1755M 256 1950M 256
1727M 64 1949M 256 2207M 256
1749M 256 2200M 512 2237M 16
1951M 512 2228M 512 2249M 256
2205M 64 2456M 256 2298M 256
2226M 128 2300M 256 2373M 128
|2244M 512 2364M 256 2472M 128
2292M 512 2471M 128 2520M 256
2367M 256 2513M 256 2603M 512
2467M 256 2594M 256 2717M 256
2519M 128 2737M 512 2778M 256
2593M 256 2770M 256 MO0113M 512
2761M 256 M0100M 512 M0102M 256
2775M 512 MO0065M 256 MO0169M 512
MO0072M 256 MO0161M 256 MO0345M 256
MO0074M 512 MO0329M 256 MO0485M 128
M0206M 256 M0484M 256 M0686M 256
MO0339M 256 MO0682M 256 MO0777M 256
MO0457M 256 MO0775M 256 MO0807M 128
MO0680M 256 MO0806M 256 MO0843M 128
MO0781M 128 M0840M 256 MO0985M 256
M0798M 256 MO0982M 256 M1049M 256
MO0804M 128 M1041M 128 M1118M 256
MO0981M 32 M1117M 256 M1121M 512
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Nao
Transmissoras | Titulos | Nao Transmissoras | Titulos | Transmissoras | Titulos
M1039M 64 M1120M 128 M1283M 512
M1106M 512 M1280M 256 M1456M 256
M1115M 512 M1459M 256 M1573M 256
M1271M 256 M1569M 256 0185M 128
M1467M 256 0077M 128
M1562M 256




94

Anexo 9: Titulos dos anticorpos, contra a cepa AD169, em amostras séricas de maes

transmissoras, no inicio da gestagdo e ap6s o parto.

Transmissora Pre-parto Parto
0059M 192 256
0292M 256 512
0533M 256 256
0609M 128 256
0956M 256 256
1063M 32 256
1587M 32 128
1749M 128 256
1951M 128 512
2292M 64 512
2367M 128 256
2467M 256 256
2519M 128 128
MO0072M 128 256
MO0074M 64 512
M0206M 128 256
MO0339M 128 256

| M0457M 8 256
MO0680M 16 256
MO0798M 64 256
M0804M 64 128
M1039M 64 64
M1106M 128 512
M1115M 128 512
M1271M 128 256
M1467M 16 256
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Anexo 10: Titulos da atividade neutralizante dos anticorpos, contra a cepa AD169 , em
amostras séricas de maes ndo transmissoras, no inicio da gestagao e ap0s o parto.

Niao Transmissora| Pre-parto Parto
0188M 64 128
2300M 256 256
2364M 64 256
2471M 128 128
2737M 256 512
MO0065M 64 256
MO0329M 128 256
M0484M 256 256
M0775M 256 256
| M0806M 128 256
M0982M 256 256
M1280M 256 256
0077M 256 128
0321M 256 512
0516M 128 128
0614M 64 128
MO0102M 32 256
MO0345M 256 256
M0485M 64 128
MO0807M 32 128
MO0985M 256 256
M1049M 256 256
M1118M 256 256
M1121M 32 512
M1283M 128 512
M1573M 256 256




