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RESUMO

Introducao: a infecgdo pelo virus Zika (ZIKV) € uma doenga causada pelo arbovirus
de mesmo nome, caracteriza-se como uma doenga de rapida disseminagao e,
portanto, de crescente ameacga a Saude Publica Global. O ressurgimento de novos
casos de infecgao pelo ZIKV, acompanhado por epidemia de microcefalia no Brasil,
despertou o interesse mundial em descrever os mecanismos bioldgicos do virus,
permitindo o adequado manejo do paciente, além do controle da disseminagéao viral.
Apesar da transmissdo do ZIKV acontecer principalmente através da picada do
mosquito Aedes Aegypti contaminado, a transmissao viral também foi verificada
através de fluidos biolégicos. Assim, o colostro e o leite humano sdo possiveis
fontes de disseminacdo do virus. Mas, estudos na literatura ilustram que, mesmo
havendo a presenga do virus no leite humano, os casos de possiveis infecgbes do
ZIKV, via amamentacdo, nao foram confirmados. O colostro e leite humano
apresentam comportamento diferente de outros fluidos bioldgicos, o que prejudica a
disseminacao viral. Assim, trabalhos que abordem as alteracées no colostro ou leite
humano, provenientes de mulheres com infecgdo por ZIKV, sdo fundamentais para
trazer embasamentos cientificos para respaldar a recomendagado da Organizagao
Mundial de Saude em que a amamentagcdo deve ser incentivada em casos de
infeccbes maternas por ZIKV. Obijetivo: analisar a viscosidade e o0s niveis de
citocinas inflamatodrias (IL-6 e IL-10) no colostro humano, segundo a infecg&o
materno pelo ZIKV durante o periodo gestacional. Método: participaram do estudo
40 doadoras de colostro no pos-parto, divididos em 2 grupos: controle (sem infecgao
pelo ZIKV, n = 20) e grupo infectado pelo ZIKV durante o periodo gestacional (n =
20). Nas amostras de colostros provenientes do ZIKV grupo, foram realizadas
analises para deteccdo do ZIKV e de outros flavivirus por meio de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Aléem de obter os parédmetros reologicos (curva de
fluxo e viscosidade) e quantificagdo das citocinas IL-10 e IL-6 por citometria de fluxo.
Foram considerados diferencgas significativas quando o p<0,05. Resultados: o ZIKV e
outros flavivirus ndo foram detectados no colostro. No entanto, a infeccao materna
refletiu aumento da viscosidade, diminuigdo dos niveis de IL-10 e elevagao nas
concentracdes de IL-6. As citocinas IL-10 e IL-6 foram correlacionadas com a
viscosidade apenas para o grupo controle. Enquanto que, na presenca do ZIKA
virus, as alteracdes no perfil de citocinas impactaram na perda da correlagdo com
viscosidade. Conclusao: é possivel que a elevagao da viscosidade representa uma
barreira mecanica que dificulta a disseminagao do virus. Assim, a maior viscosidade,
provavelmente, representa um possivel mecanismo de adaptagcdo da amamentacao
contra uma resposta ao ZIKV.

Palavras-chave: Aleitamento materno. Colostro. Citocinas. Viscosidade. Zika virus.



ABSTRACT

Introduction: Zika virus (ZIKV) infection is a disease caused by the arbovirus of the
same name, characterized as a disease of rapid spread and therefore an increasing
threat to Global Public Health. The resurgence of new cases of ZIKV infection,
accompanied by a microcephaly epidemic in Brazil, has aroused worldwide interest
in describing the biological mechanisms of the virus that allow proper management of
the patient, as well as the control of viral dissemination. Although transmission of
ZIKV occurs mainly through the bite of the contaminated Aedes Aegypti mosquito,
viral transmission was also verified through biological fluids. Thus, colostrum and
human milk are potential sources of virus spread. However, studies in the scientific
literature have shown that, despite the presence of the virus in human milk, the cases
of possible infections of the ZIKV via breastfeeding were not confirmed. Colostrum
and human milk show different behavior from other biological fluids that impairs viral
dissemination. Studies addressing changes in colostrum or human milk from women
with ZIKV infection are critical to provide scientific baselines to support the World
Health Organization recommendation that breastfeeding should be encouraged in
cases of maternal ZIKV infections . Objective: to evaluate the viscosity and levels of
inflammatory cytokines (IL-6 and IL-10) in human colostrum, according to maternal
infection by ZIKV during the gestational period. Methods: 40 post-partum donors of
colostrum were divided into 2 groups: control (without ZIKV infection, n = 20) and
ZIKV infected group during the gestational period (n = 20). In the samples from the
ZIKV group, analyzes were performed for the detection of ZIKV and other flaviviruses
by means of Polymerase Chain Reaction (PCR). In addition to obtaining the
rheological parameters (flow curve and viscosity) and quantification of IL-10 and IL-6
cytokines by flow cytometry. Significant differences were considered when p <0.05.
Results: ZIKV and other flaviviruses were not detected in colostrum. However,
maternal infection reflected increased viscosity, decreased IL-10 levels and elevated
IL-6 concentrations. Cytokines IL-10 and IL-6 were correlated with viscosity only for
the control group. Whereas, in the presence of ZIKA virus, changes in the cytokine
profile impacted the loss of correlation with viscosity. Conclusion: It is feasible that
the increase of viscosity represents a mechanical barrier that hinders the spread of
the virus. Thus, the higher viscosity probably represents a possible mechanism for
adapting breastfeeding against a response to ZIKV.

Keyword: Breast Feeding. Colostrum. Cytokines. Viscosity. Zika Virus.
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1 INTRODUGAO

A epidemia do virus zika (ZIKV), deu-se nas Américas em 2015, com uma
rapida disseminacdo e transmissibilidade. No entanto, estdo disponiveis poucas
informacgdes referentes aos possiveis riscos associados aos mecanismos de
transmissao desse virus e de outros flavivirus, principalmente no tocante ao leite
humano (MANN et al. 2018). Nessa vertente, ndo ha registro de casos de recém-
nascido que contrairam a infeccéo via leite materno, fato que deve ser considerado,
dado que a zika € uma doenca de grande preocupagao para a saude publica, pois
tem sido associada a microcefalia neonatal e pds-natal, entre outros defeitos
congénitos (SAMPIERI; MONTERO, 2019).

1.1 Zica Virus (zikv): sindrome congénita de zika virus e microcefalia

Os arbovirus, causadores de arboviroses, sao virus que se propagam via
inter-relacédo entre o hospedeiro vertebrado e um artrépode de habito hematofagico.
Esses virus se replicam nas mais diferenciadas populag¢des celulares, temperaturas
corporais, e em variados sistemas bioquimicos e moleculares (CARNEIRO, 2017).
Vale destacar que, atualmente, a rapida disseminagdo dos vetores dos arbovirus
para diversas regides geograficas vem representando crescente ameaga a saude
publica global (LIU et al., 2019).

Uma das arbovirose de grande ameaga a saude publica, é ocasionada pelo
zika virus (ZIKV). Esse € um arbovirus da familia Flaviviridae, do género Flavivirus, &
transmitido, primordialmente, pelo mosquito Aedes sp. infectado. O mosquito vetor
do ZIKV, também é responsavel por propagar o virus transmissores da dengue, da
febre amarela, da chikungunya e da encefalite do Oeste do Nilo (ZANLUCA et al.,
2015; FAJARDO; PAHO/WHO, 2016; LOWE et al., 2018;WHO, 2018; GORDON et
al., 2019).

Importante considerar que o virus foi inicialmente isolado a partir de um
macaco rhesus, na Floresta Zika de Uganda, em 1947 e a identificagdo em humanos
ocorreu em 1950. No periodo entre 1950 e 1980 houveram registros da infecgdo em
paises da Africa e da Asia (ZANLUCA et al., 2015). Inicialmente, ndo houve grandes
preocupagdes dos estudiosos e 6rgaos de Saude Publica em torno desta doenca.

Principalmente, por décadas, a infecgéo por ZIKV ter ocasionado casos esporadicos
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e sem impacto clinico relevante, restritos a regides da Africa e Asia. Mas, em menos
de dez anos, apresentou-se como uma epidemia em ilhas do Pacifico
(BROGUEIRA; MIRANDA, 2017). No entanto, a infeccéo por zika tornou-se alvo de
estudos apds o0 aumento da incidéncia de contaminagao pelo virus e sua associagao
com efeitos adversos devastadores (CUMMING; BOURKE, 2019), tais como:
microcefalia e a sindrome de Guillain-Barré (CALVET et al., 2018), como os casos
descritos no Brasil.

No Brasil, no inicio de 2015, os primeiros casos de transmissao autoctone
foram identificados nos estados do Rio Grande do Norte (ZANLUCA et al., 2015),
Pernambuco; Bahia (VASCONCELOS,2015) e na regido Nordeste. Mas, no final
deste mesmo ano, 14 estados brasileiros apresentaram casos de morbidades
provocadas pelo ZIKV, mostrando a sua capacidade expansiva (BROGUEIRA,;
MIRANDA, 2017).

Ja no ano de 2016 s6 o continente americano contabilizava a presenca do
ZIKV em 33 paises (PETERSEN et al.,, 2016). Esse virus, responsavel pelas
infeccbes no continente americano, era de cepa asiatica, e os estudiosos
identificaram a sua dispersdo em nivel global (BROGUEIRA; MIRANDA, 2017;
PETERSEN et al., 2016).

Vale ressaltar que sdo muito os fatores que favorecem a disseminagao do
ZIKV. No Brasil a difusdo do virus pode ter sido decorrente do turismo, que facilita a
mobilidade do vetor, sendo destaque o fato do pais ter sediado a Copa do Mundo de
Futebol no ano de 2014. Assim como, o Brasil ter o clima e os fatores
socioecondmicos favoraveis para epidemia. Dado que sua proliferacdo depende,
inclusive, da propagacgao vetorial, que consequentemente esta ligada as condigbes
sanitarias das populagdes afetadas (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015;
VASCONCELOQOS, 2015).

A infecgao por ZIKV apresenta sintomas semelhantes aos de outras doengas,
por isto é de dificil diagnéstico. O estagio febril € inespecifico e pode ser confundido
com outras doengas febris, principalmente dengue e Chikungunya. Em relagdo aos
sintomas, incluem: febre, mialgia, exantema maculopapular, cefaleia e prurido (LUZ;
SANTOS; VIEIRA, 2015; ZANLUCA et al., 2015).

Os aspectos dos achados clinicos, associados ao fato de que parte dos
pacientes apresenta sintomas leves e nao procuram atendimento médico, somado a

indisponibilidade de testes diagndsticos especificos nas unidades hospitalares,
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contribuem para a subnotificagdo dos casos e desconhecimento da real incidéncia
da infecgao pelo ZIKV (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015).

Sob tal entendimento, faz-se necessario um cuidado em manter a populagao
esclarecida quanto ao fato de procurar o diagndstico mais preciso, até como forma
de manter a vigilancia tanto no que diz respeito aos fatores que favorecem a
propagacéo dos vetores quanto ao conjunto de sintomas, para que se mantenha o
controle sobre a infecgdo, impedindo um aumento do indice da epidemia (LUZ;
SANTOS; VIEIRA, 2015; BASTOS,2018).

Recentemente, em 2018, o Ministério da Saude do Brasil chamou a atencéao
para intensificar os cuidados preventivos e de combate vetorial com o intuito de
evitar mais um surto de dengue, chikungunya e zika, dado que, era elevado o risco
de uma nova epidemia no pais (BRASIL, 2018). No entanto, é fundamental
destacar que a transmissao do ZIKV n&o é somente vetorial.

A literatura desempenha um importante papel, sobretudo, ao considerar a
questdo vetorial, mas também difundir que outras formas de transmissdes
acontecem e, nesse contexto, a transmissao vertical: transfusdo de sangue, sexual,
exposicao laboratorial, transplante de 6rgdo e medula Ossea. Podendo ser
observada que decorre pela presenga do virus nos fluidos biolégicos, como no
plasma, saliva, urina, sémen e no leite materno (ALBUQUERQUE et al., 2018).

A partir do olhar mais apurado sobre a forma de transmissao vertical ndo ser
dependente somente de artrépodes vetores, ha a preocupacdo com a saude
materno-infantii no sentido de prevenir a contaminagdo e as comorbidades
desencadeadas por tal evento (PAHO/WHO, 2016). Sobretudo pelas evidéncias da
transmissao do virus via placenta, visto que a propagac¢ao do ZIKV no periodo
gestacional tem contribuido para aumentar o risco de problemas neurolégicos para
recém-nascido (ALBUQUERQUE et al., 2018).

Nesse sentido, estudos cientificos apontam para a associacdo da
manifestacdo dessa arbovirose com o aumento dos casos de criangas com
microcefalia (BASTOS et al., 2016; BRASIL, 2017; SOUSA et al, 2018;
ALBUQUERQUE et al., 2018).

A associagdao das manifestacbes do ZIKV com a microcefalia, foi
impulsionada apds a detecgao do virus no liquido amniético em duas gestantes que

apresentaram anomalias fetais detectadas a partir do teste de reagcdo em cadeia de
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polimerase - RT- PCR, fato ocorrido na Paraiba, Nordeste brasileiro (SOUSA et.al
2018 ;BRASIL, 2017).

A percepcéao das implicagdes da infecgao do ZIKV nos casos envolventes da
saude materno-infantil € concomitante aos eventos que deram formato a epidemia
ocorrida entre os anos de 2015 e 2016, sobretudo por permitir, até certo ponto,
identificar um conjunto de alteragbes que comprometem a saude fetal. Tal conjunto,
passa a ser tratado pela literatura cientifica como a sindrome congénita do ZIKV
(SCKV), que se traduz, como ja mencionado, em graves danos neuroldgicos nos
recém-nascidos podendo resultar, nos casos mais graves a seguir a morte fetal em
microcefalia, que por sua vez, € acompanhada de comprometimento funcional e
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (HASUE; AIZAWA; GENOVESI, 2017).

Mediante a gravidade apresentada pela SCKV, compreende-se a repercussao
mundial que levou com que fosse declarada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), a partir de 2016, como uma questao internacional de emergéncia, uma vez
que cerca de 30% das gestantes positivas para o ZIKV, apresentaram sérios
comprometimentos fetais (HASUE; AIZAWA; GENOVESI, 2017).

Os casos de microcefalia detectados no interior da Paraiba, serviram de base
inicial para uma discussdo nacional, rendendo preocupag¢ao em um contexto maior,
tomando proporgdes de saude publica e mobilizando 6rgaos locais, regionais,
nacionais e mundiais (NUNES et al., 2016). Nesse sentido, esclarece-se que é
considerado um caso de microcefalia, quando um recém-nascido nasce com o
perimetro cefalico (PC) abaixo do padrao das curvas apropriadas para idade e sexo
usando-se tabelas de referéncia (CABRAL et al., 2017). Essa anomalia é uma
comorbidade que esta interligada a deficiéncia intelectual e alteragdes neuroldgicas
(ALBUQUERQUE et al., 2018).

Pesquisadores da area de saude do Recife — PE (BRASIL, 2015,
ARAUJO;2016; CARNEIRO, 2017) atuantes na area do epicentro da epidemia,
constataram o crescente numero de recém nascidos de gestantes infectadas com
ZIKV.

A Secretaria Executiva de Vigilancia em Saude do Estado de Pernambuco
divulgou Nota Técnica SEVS/DGCDA n° 43/15, conclamando urgéncia para a
comunicagao dos casos diagnosticados de microcefalia. Para tal diagndstico, a NT

estabelece que no caso suspeito, o perimetro cefalico (PC) para nascidos vivos é
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igual ou menor que 33cm ao nascimento (PERNAMBUCO, 2015). No sentido de

referendar e preencher as estatisticas, pode ser dito ainda que:

De outubro de 2015 até maio de 2017, 26 paises das Américas relataram
casos confirmados da sindrome de Zika congénita e, neste periodo, de
3.374 casos, 82% ocorreram no Brasil. Sindrome de Zika congénita é
confirmada quando o recém-nascido vivo preenche os critérios para um
caso suspeito e a infecgdo pelo ZIKV é comprovada em espécimes do
recém-nascido, independentemente da deteccdo de outros patdgenos
(PAHO, 2017).

No tocante ao diagndstico, junto com as ferramentas que facilitam e conferem
precisdo ao diagnostico laboratorial de ZIKV em soro ou liquido amniotico, devem
também se somar a realizagdo de ultrassonografia para monitorar a anatomia e o
crescimento fetal a cada 3-4 semanas (CRUZ et al., 2016).

Diante desse contexto, pode ainda ser dito que os quadros de infec¢ao por
ZIKV tem sido motivo de preocupacao significativa entre gestantes e seus familiares,
bem como prestadores de cuidado de saude e gestores, ndo sé pela relagdo com a
microcefalia congénita, mas pelo conjunto da sindrome com um todo (SOUSA et al.,
2018).

A microcefalia concorre para o comprometimento da saude materno-infantil
como um padecimento crénico, pertinente a um diagndstico mais ampliado que vai
levar em consideragdo a multifatorialidade da transmissédo vetorial e/ou vertical.
Portanto, que a discussao seja extensiva ao ambito da Sindrome Congénita do Zika
Virus (SCZV) e que, nesse entendimento, um dos pontos essenciais para a
discussdo da saude materno infantil se volte para ambito dos cuidados basicos, nos
quais a amamentagéao se inclui.( LUZ.SANTOS,VIEIRA,2015)

Assim, na promog¢do do aleitamento materno como uma prerrogativa da
Organizacdo Mundial de Saude, ainda que a lactente se apresente com o resultado
comprovadamente positivo para a presenga do ZIKV, é recomendando de modo
enfatico que “[...] dentro de uma hora apés o parto, as maes iniciem o aleitamento;
0s bebés devem ser alimentados exclusivamente com leite materno até os seis
meses de idade” (WHO, 2016).

Se, por um lado, enfatiza-se o papel protetivo conferido a amamentacgao, por
outro, identifica-se, na literatura biomédica, uma profusdo de pesquisas que, ha
décadas, destacam a ocorréncia de multiplas alteragdes no estado de saude

materno, decorrente de infecgdes viras, tais como herpes virus, hepatite, sarampo,
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caxumba e rubéola, dentre outras, podendo haver excrecdo de viral pelo colostro
e/ou no leite maduro (LAMOUNIER; MOLIN; XAVIER, 2004).

E interessante enfatizar que, segundo o Guia Pratico de Atualizacdo da
Sociedade Brasileira de Pediatria (2017), algumas doencgas infecciosas maternas
sao motivos de suspensao temporaria ou definitiva da amamentacao. No entanto, no
caso da infecgao por Zika virus, apesar de evidéncias da presenca de RNA viral no
leite materno (NIEMEYER et al., 2017), as alteragbes nos constituintes do colostro e
leite humano, sejam nas propriedades imunoldgicas e/ou fisicas, ainda nao foram
totalmente comprovadas.

Portanto, faz-se necessario o reconhecimento de que, apesar de haver
frentes de pesquisas que investigam as implicagées do ZIKV na composi¢ao do leite
materno, ainda nao estdo totalmente elucidadas as relagdes entre a infecgdes por
ZIKV nas gestantes e possiveis modificagbes nas propriedades fisicas e
imunoldgicas do colostro, o que pode, inclusive respaldar as orientagdes fornecidas
pelas equipes de gestores de saude, de que as puérperas com infeccdo por ZIKV

deverdo amamentar.

1.2 Composicao e propriedades do leite materno

A composicdo do leite materno possui nutrientes e outras substancias
necessarias para a nutricado exclusiva de neonatos até os 6 meses de vida. O leite
humano é uma fonte rica em acidos graxos, tais como: o alfa-tacoferol (Vitamina E),
a lactoferrina, o Retinol (Vitamina A) e os lipidios, todos envolvidos no processo de
crescimento e desenvolvimento conforme suas especificidades (SILVA, et al. 2007).

O leite varia quanto a sua composicao com passar dos dias de lactancia,
proporcionando aos lactentes nutrientes e componentes especificos adequados a
cada idade e situagao, com propriedades nutritivas e imunolégicas que favorecem a
maturagcdo gastrintestinal, o fortalecimento do vinculo mée-filho, o aumento no
desempenho neuropsicomotor e prote¢ao antioxidante (SASSA et al., 2014).

Na composi¢cdo do leite materno, além de agua, minerais e vitaminas, ha
enzimas, lisozimas e imunoglobulinas, substancias que auxiliam na protecédo contra
infeccdes (SILVA et al., 2007). Os componentes da substancia mudam durante a

sucgao. A priori, ele é acinzentado, aguado e rico em proteinas, lactose, agua e
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vitamina e minerais. O leite final € mais branco, considerando a quantidade de
gordura presente.

O processo de producdo lactea pode ser dividido em fases, dentre elas:
colostro — secretado nos primeiros 5 dias apds o parto, com valor energético de
70Kcal/100ml. Comparando-se com o leite maduro, é rico em eletrélitos proteinas
vitaminas lipossoluveis (Vitamina A - responsavel pela coloragdo amarelada —
vitaminas D, E e K), minerais e imunoglobulinas (DORES; PAIVA; CAMPANA, 2001);
porém € pobre em gordura, lactose e vitaminas hidrossoluveis (CALIL, 2003). O
colostro facilita a eliminagdo do mecbnio nos primeiros dias de vida do recém-
nascido (SANTIAGO et al., 2018); leite de transigcao — o periodo de produgéo esta
entre 0 6° e o 10° dia até a segunda semana pés-parto. E cada vez menos
concentrado em imunoglobulinas e vitaminas lipossoluveis, fase na qual ocorre o
aumento das hidrossoluveis, lipideos e lactose (CODO, 2018); e leite maduro —
produzido a partir da 22 quinzena pos-parto. Tem teor maior de lipidios e de lactose,
ao mesmo tempo, menor quantidade de proteinas (SOARES et al., 2018).

Os constituintes do leite influenciam nas caracteristicas das propriedades
fisicas, por isso, conhecé-las € fundamental para a garantia da qualidade do fluido.
Deste modo, a cor esta relacionada a composicao do leite, do momento da mamada
e dos varios constituintes presentes na substancia (BRASIL, 2018) O leite, no inicio
da mamada pode ser semelhante a agua de c6co, azulado ou esverdeado, devido a
substancias hidrossoluveis (SOARES, 2018; BRASIL, 2018).

O leite no meio da mamada apresenta aspecto branco, opaco, em
decorréncia das micelas de caseina (BRASIL et al., 2015). Ao final da mamada,
apresenta-se branco - amarelado, em virtude da quantidade de lipideos. A cor
amarelada da substancia esta relacionada a presenga de pigmentos lipossoluveis,
B-caroteno (SILVA, 2014).

O sabor do leite materno é levemente adocicado, devido ao flavor, em que o
flavor primario depende da relacao cloreto/lactose enquanto o secundario, depende
dos &cidos graxos livres e dos componentes volateis Em relagcdo ao odor, este
assemelha-se a agua de cdco (BRASIL, 2016). Vale destacar que a lactose do leite
materno, possui capacidade de absor¢cdo e adsor¢cdo de odores. (VALLE, et al.,,
2015)

O leite materno é fluido semi-plastico quando em repouso (SILVA et al 2017).

Possui, predominantemente, uma consisténcia aquosa cujas caracteristicas
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possibilita realizar a separagao de substancias polares e apolares, hidrofilicas e
hidrofébicas respectivamente, enquanto que o colostro é uma substancia é fluida,
viscosa com mais elevada (SILVA et al., 2017).

A viscosidade do colostro esta diretamente relacionada a habilidade deste em
fluir. Ela representa um indicador fundamental representar uma propriedade fisica
fundamental para o indicador de qualidade do leite humano (SUNARIC et al., 2017).
No entanto, alguns fatores podem alterar a viscosidade do colostro, dentre
estes,microorganismos e agentes envolvidos no processo —inflamatdrios
(PASSANHA et al., 2010).

1.3 Leite materno e propriedades imunoldgicas

A partir da década de 1950 surgem os primeiros estudos que revelam a baixa
incidéncia de doengas infecciosas nos neonatos amamentados, indicando que o leite
humano, além de seus componentes nutritivos, confere imunidade aos recém-
nascidos, que apresentam o sistema imune imaturo (TOMA; REA 2008; AMARAL,
2015; FIGUEIREDO, 2017).

Por consequéncia, o neonato € muito suscetivel a infeccées por bactérias e
virus (SIROIS et al., 2014). Contra essa suscetibilidade ha mecanismos naturais de
protecdo materno-infantil desde a vida intrauterina, por meio da passagem de
anticorpos materno pela placenta e, apds o nascimento, via colostro e leite materno.
Portanto, é essencial que a crianga seja amamentada, dado que essa representa
uma protecado adicional nos casos de infecgdo até que o sistema imunoldgico do
bebé seja desenvolvido (GOLDMAN et al., 1982; FRANCA et al., 2010; FRANCA,
2011; BALLARD; MORROW, 2013; MORCELI et al., 2013).

O colostro e leite humano protegem o lactente de infecgdes principalmente
por meio da agao das imunoglobulinas (PASSANHA et al., 2010).

As imunoglobulinas exercem atividades contra virus e bactérias, impedem
penetracado de antigenos, conferindo protecéo ao recém-nascido (PASSANHA et al.,
2010). Elas estdo em concentragbes mais elevadas no leite do que no soro materno,
chegando a constituir mais da metade das proteinas desse fluido. Dentre estas,
destaca-se elevadas concentragdes de anticorpos (IgA, IgM, IgE e IgD), com
predominéncia da IgA, responsavel por fazer a protegdo das mucosas, dentre elas
as respiratorias e intestinais (GAFAROLO, 2010). As concentragbes das
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imunoglobulinas decrescem acentuadamente durante os 3 dias pds-parto. A 1gG e
IgM, presentes em niveis baixos no colostro, diminuem ao longo da primeira semana
de lactacdo e agem contra virus, protozoarios e bactérias (MORAIIS et al. 2015).

E fundamental destacar que as imunoglobulinas sdo essenciais na protecéo
ao bebé a flaviviroses. A transmissao de anticorpos tem sido descrita na literatura, a
presencga de IgA, 1gG ou IgM contra flaviviroses, como a do virus da febre do leste
do Nilo tem sido detectada no leite materno, reforgcando o carater protetivo da
amamentagao na presencga de flavivirus.

Na presenca de virus, € essencial que a resposta imune, ocorra a partir da
inibicdo do processo replicativo de virus e de seus reservatorios, de modo a nao
ocasionar danos ao hospedeiro. Pois, o excesso da reposta inflamatéria pode ser
prejudicial, sendo fundamental a intervengdo de mecanismos anti-inflamatérios para
evitar lesdes teciduais excessivas (COLAVITA, 2018). Para isto, as citocinas fazem
esta importante regulacao.

As citocinas compdéem um grupo de proteinas presentes no fluido materno
que possuem um fundamental papel na resposta de combate a infecgao,
coordenando agbes de células de defesa e protegendo areas de mucosas nos
lactentes (SILVA et al., 2007).

Dentre essas proteinas responsaveis pelo controle e coordenacdo de
respostas imunes, as interleucinas IL-6 e IL-10 merecem destaque, por serem
atuantes em processos inflamatérios (ABBAS,2015), estando diretamente ligadas ao
processo de resposta imunolégica semelhante ao provocado pelo agente do ZIKV.

A IL-6 e IL-10 estabelece a homeostase das células T e sdo produzidos por
quase todas as células imunoldgicas, a IL-6 e IL-10 presentes no leite humano séo
elementos fundamentais no combate as primeiras infeccbes no recém-nascido,
reforcando as evidéncias que configuram o leite materno como o elemento pds-natal
mais completo para a programacgao metabdlica e imunoldgica do lactente (FRANCA
et al., 2016).

As IL-6 sao moléculas de sinalizagao celular que orientam mecanismos pro-
inflamatorios e podem ser induzidas por (TNF) e (IL-1) em ac&o de sinergismo em
respostas a infecgdes agudas, na maioria dos casos, além de ser a principal indutora
de diferenciacao de linfécitos B. Mas esta citocina também pode atuar de modo anti-
inflamatério (SCHELLER et al., 2011).
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As IL-10 exercem um papel imunomodulador e anti-inflamatorio, estando em
elevadas concentracbes no leite humano nas primeiras 80 horas da lactacao
(ROJAS et al., 2017). Ela é fundamental na protecdo do hospedeiro na fase aguda
da infecgdo, também pode ser utilizada como um mecanismo de escape viral em
uma eventual infecgdo, visando a sobrevivéncia do virus a resposta imunoldgica
(MACHADO, 2004).

Na infeccdo por ZIKV, as citocinas também desempenham um papel
importante na replicacédo e disseminacao do virus, assim, durante o processo podem
existir alteragées no niveis dessas proteinas nos fluidos bioldgicos de individuos
infectados (OLIVEIRA et al., 2018). No entando, as altera¢des no perfil de citocinas,
devido a processos inflamatorios na presenga de microrganismos, alteram a
viscosidade dos fluidos biolégicos. Portanto, a andlise de viscosidade € uma
ferramenta util para auxiliar o diagndstico clinico de doengas (SCHERER et al.,
2016).

E importante ressaltarmos que a viscosidade do leite humano foi examinada
em estudos limitados, mas no colostro de maes com ZIKV as propriedades
reologicas do leite humano ainda nao foram estudadas.

E possivel que as infecgdes pelo ZIKV durante a gestagdo possam influenciar
os componentes soluveis do leite humano, influenciando sua viscosidade e suas
proteinas, como as citocinas que alteram os parametros imunolégicos e reoldgicos
do colostro. Essa compreensao € essencial para fornecer embasamentos cientificos
com capacidade de aplicagdo clinica, que contribuam na formacgao de estratégias de
intervencao frente a eventuais epidemias ocasionadas por ZIKV. Por isto, o objetivo
deste estudo foi analisar os efeitos da infecgao pelo ZIKV durante a gestagéo sobre

parametros reoldgicos e citocinas inflamatérias do colostro.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar a viscosidade e os niveis de citocinas inflamatérias (IL-6 e IL-10) no
colostro humano, segundo a presenga ou auséncia da infecgéo pelo ZIKV durante a

gestacao.
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1.4.2 Objetivos especificos

e Analisar a viscosidade do colostro humano em fungdo da presenca ou
auséncia da infecgdo materno por ZIKV;

e Descrever as citocinas IL-6, IL-10, do colostro humano segundo infecgao
materna por ZIKV;

e Analisar as correlagdes entre os niveis das citocinas IL-6 e IL-10 com a
viscosidade do colostro;

e Analisar a influéncia do uso exégeno da IL-10 sob a viscosidade do colostro

humano de puérperas segundo a infeccdo materna por ZIKV.
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2 METODO

2.1 Desenho do estudo e sujeitos

Figura 1 — Desenho do estudo

Estudo Transversal com analises laboratoriais

Puérperas - Estado da Paraiba, Brasil

| Coleta de dados materno-infantil | Coleta de Colostro

Caracterizagéo da populagéo Analises laboratoriais
1

Grupo ZIKV grupo — ~
controle PCR+ para Separagéo de fases
sem infecgao ZIKV durante a do colostro
por ZIKV

gestacéo |

Sobrenadante do

colostro
Andlises de Analises da D%ist?)%ienrgsde
PCR para o Viscosidade - _
grupo ZIKV (redmetro) (Citbmetria
de fluxo)

Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Foi realizado um estudo transversal, com analises laboratoriais do colostro
materno de mulheres que tiveram parto em hospital publico, no estado da Paraiba,
regiao nordeste do Brasil, no ano de 2016.

Participaram do estudo méaes de 18 a 41 anos, com idade gestacional de 37
semanas ou mais. As puérperas foram divididos em dois grupos, de acordo com a
presenca ou auséncia de infeccao pelo ZIKV durante o periodo gestacional. O grupo
controle (n = 20) foi composto por mulheres clinicamente saudaveis e o grupo ZIKV

(n = 20) por puérperas que tiveram infecgao por ZIKV durante a gravidez. O tamanho
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amostral proposto neste estudo baseiou-se em amostra de conveniéncia estimado
pela (puréperas que tiveram infecgao por ZIKV X tempo de conclusao doutorado).

As mulheres foram informadas sobre o objetivo do estudo e os beneficios
dessa pesquisa e consultadas em doar uma amostra de colostro, o qual foi foi
coletado apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO
1) antes de ingressar no estudo.

Para as analises das amostras, o estudo contou com estrutura e
equipamentos disponiveis no Laboratério de Saude Materno-Infantil e de Bioensaios
e Imunomudulagdo da Universidade Federal do Mato-Grosso-UFMT localizado no
Campus Universitario do Araguaia. Para as analises dos dados e escrita cientifica
este trabalhou teve o auxilio do Laboratério de Delineamentos e escrita cientifica da
Faculdade de Medicina do ABC (FMABC).

2.2 Obtencao de colostro

Foram coletados cerca de 5 mL de colostro de cada mulher, através da
técnica da ordenha manual, obdecendo as normas higiénicas, e posteriormente
inseridos em tubos estéreis, entre 48 e 72 horas apds o parto. As amostras foram
centrifugadas (160 x g, 4°C) durante 10 minutos, as quais separaram o colostro em
trés fases diferentes: sedimento celular (botdo celular), uma fase aquosa
intermediaria (sobrenadante) e fase superficial (gordura). O sobrenadante do
colostro foi armazenado a -80°C para subsequente analises: viscosidade e dosagem
de citometria. Além do mais, o colostro do grupo ZIKV foi submetido a investigacao

da presenca de acido ribonucleico (RNA) viral por PCR.
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Figura 2 — Amostra de colostro apds separagao de fases.

Gordura

Sobrenadante

Botao celular

Fonte: arquivo da pesquisa, 2018.

2.3 Extracao de RNA no colostro do grupo ZIKV

A extracao de RNA viral, a partir de 1 ml de sobrenadante de colostro, foi
realizada usando o kit de sangue viral Qiamp ™ (Qiagen, Hilden, Alemanha)
seguindo o manual do fabricante. O RNA foi eluido em tamp&o, aliquotado para
quantificacdo em fluorimetro e o restante armazenado em congelador a -80 ° C até

ser utilizado.

2.4 Reacao de transcrigao reversa

O RNA purificado foi utilizado para reagao de transcri¢gao reversa que consiste
na transformagdo do RNA em cDNA (DNA complementar). Para essa reagéo, foi
utilizado 5uL de RNA, 150ng de Random Primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
0,5mM de dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de dNTPs e 6uL de agua
deionizada. Os componentes foram incubados por 5 minutos a 65°C, com posterior
choque térmico em gelo. A partir disso, foi adicionado 1x de First-Strand Buffer
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 0.005M de DTT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
40U de RNase OUT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e 200U de SuperScript llI

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A reacdo foi incubada em um termociclador
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utilizando a seguinte ciclagem: 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 50°C e 15 minutos a
70°C.

2.5 PCR em tempo real para identificagao de virus Zika, Chikungunya e Dengue
"in house"

O RNA extraido do sobrenadante do colostro foi analisado por PCR em tempo
real (RT-gPCR) usando o sistema de sondas hidrolisaveis (TagMan ™) para os virus
Zika, Chikungunya e Dengue (LANCIOTTI et al., 2008; CECILIA et al., 2015). Todas
as reagcbes RT-qPCR desta pesquisa foram realizadas no 7500 Real-Time PCR

System.

2.6 PCR em tempo real para identificagao de virus zika, chikungunya e dengue
por multiplex RT-QPCR

O RNA extraido do sobrenadante do colostro foi analisado pelo ensaio
Multiplex RT-PCR Zika, Dengue e Chikungunya (ZDC) (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA), seguindo o manual do fabricante. Este kit tem todos os
controles necessarios para um resultado confiavel, Além disso, a reacdo de

transcricado reversa e a PCR em tempo real sdo realizadas em uma unica etapa.

2.7 PCR em tempo real para identificacao de flavivirus (pan-flavivirus)

Foi utilizado um RT-gPCR com um sistema de probes hidrolisaveis e primers
projetados para detectar diferentes virus do género Flavivirus. Este sistema de
deteccéo foi criado para a vigilancia epidemiologica dos flavivirus com rapidez e
precisdo (PATEL et al., 2013).

2.8 Parametros reolégicos do sobrenadante do colostro

Os parametros reolégicos foram medidos usando o Redmetro Compacto
Modular - MCR 102 (Anton Paar ™ GmbH, Ostfildern, Alemanha) de acordo com
Franca et al. (2014) e Scherer et al. (2016). Em todos os experimentos, 600 uL de
amostras foram aplicadas na superficie do leitor de placas e efetuada a remocgao do

excesso de amostra. As leituras foram realizadas com um controle permanente de
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medidas de gap com TruGap ™ em incrementos de 0,099 mm e a célula de medi¢ao
Toolmaster ™ 50. O controle de temperatura foi obtido usando T-Ready ™ e o
software Rheoplus V3.61. Os graficos foram obtidos usando Rheoplus. Para as
curvas de fluxo e viscosidade, os parametros estabelecidos foram baseados no
controle da tensao de cisalhamento (1) para 0-5 Pa para o upsweep e 5-0 Pa para as
curvas descendentes. Os testes foram conduzidos sob condi¢des isotérmicas a 37 °

C, com 60 leituras analisadas.

2.9 Quantificagao de citocinas

As citocinas IL-6 e IL-10 foram medidas no sobrenadante do colostro pelo BD
™ Cytometric Bead Array (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) de acordo com o
manual do fabricante. Um citdmetro de fluxo foi usado para essas analises (BD
FACSCalibur ™,  Biosciences, San Jose, California, EUA). Os dados foram
analisados utilizando o software FCAP Array ™ 1.0 (BD Biosciences, Sao José, CA,
EUA).

2.10 Tratamento do sobrenadante do colostro com IL-10

Para investigar se o processo inflamatério influenciou a viscosidade do
sobrenadante do colostro humano, as amostras foram incubadas com IL-10, um
importante mediador de citocinas da inflamagcao. Em todos os testes, 580 uL de
amostras foram incubadas com 20 pL de citocina IL-10 (Sigma St. Louis, EUA;
concentracgao final de 100 pg mL) durante 1 h a 37°C (SCHERER et al. 2016). Esta

concentracao foi previamente determinada pela curva dose-resposta.

2.11 Aspectos Eticos

As consideragdes éticas foram baseadas no uso do material biolégico para
fins cientificos, com sigilo da identidade da nutriz, livre de coacado ou conflito de
interesses da instituicdo ou de pessoas envolvidas na pesquisa. As coletas
respeitaram os protocolos técnicos do servigo envolvido. As nutrizes foram
previamente informadas e o material somente foi coletado ou utilizado sob o

consentimento em formulario especifico (Termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido - TCLE) (Anexo 1), conforme resolugao 466/2012 do Conselho Nacional
de Saude (CNS). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(46643515.0.0000.5421) (Anexo 2).

2.12 Analise estatistica

A analise estatistica, bem como a escolha pelos testes de comparagao entre
os grupos foram executados respeitando os pressupostos determinados pelos
resultados, caracteristicas e comportamento das variaveis de estudo, dependendo
da distribuicdo normal ou anormal dos dados. Os resultados foram apresentados
como média (x desvio padrdo). Foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk,
para as analises das médias foram utilizadas o teste de analise de variancia
(ANOVA) seguidas pelo pés teste de Tukey. O teste de Pearson foi utilizado para
descrever a correlacédo entre as concentragdes de citocinas e a viscosidade. Foram

consideradas diferengas significativas quando p <0,05.
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3 RESULTADOS

3.1Caracteristicas dos sujeitos

As mulheres do grupo controle ndo foram diagnosticadas com infeccdo por
ZIKV durante a gravidez. Enquanto as maes pertencentes ao grupo ZIKV tiveram o
diagndstico confirmado pelo teste de PCR durante a gestagdo, mas apés o parto
nenhum ZIKV foi detectado no colostro. Entre as gestantes do grupo ZIKV a maioria
teve infecgao no primeiro trimestre de gestagéo, enquanto que apenas um caso teve
infecgao durante o terceiro trimestre gestacional. Os bebés de ambos os grupos nao
apresentaram alteragdes no perimetro cefalico e ndo houve casos de microcefalia
(TABELA1)

Tabela 1 — Parametros maternos e neonatais de acordo com a infec¢gado gestacional

materna pelo ZIKV

Parametros maternos e infantis Controle (n=20) ZIKV (n=20)
Idade (anos) 26,10(+4,91) 25,95 (£7.24)
Sinais e sintomas gestacionais Zika 00(0.00%) 20(100.00%)

RT-PCR (serum) (%) — ZIKV+ -
Idade gestacional na infecgao pelo
ZIKV (Trimestre)

20 (100.00%)

1° Trimestre -

2° Trimestre -

3° Trimestre -
Idade gestacional no parto (semanas) 38,95 (£1.00)
Sexo da RN

13 (65,00%)
6 (30,00%)
1(5,00%)

39,65 (+0.99)

Feminino (%)
Masculino (%)

11 (55.00%)
9 (45.00%)
3375.50(+444.89)

11 (55.00%)
9 (45.00%)
3356.50
(£407.43)

Peso ao nascer(g)

Altura ao nascer (cm)

Perimetro cefalico (cm)

Microcefalia

ZIKA IgG/IgM (colostro) - negativo (%)
PCR (Colostro) — ZIKV e flavivirus - (%)

45.50 (+3.46)
34.20(+0.89)
00 (0.00%)
20 (100.00%)

48.00 (+3.52)
33.76 (+0.66)
00 (0.00%)

20 (100.00%)

*Os dados maternos e neonatais sao apresentados como média (x DP) ou numero amostral (%).
FONTE: dados da pesquisa, 2018.
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3.2 Parametros reoldégicos do sobrenadante de colostro de maes com ou sem
infecgao por ZIKV gestacional

Nao houve diferenga entre os grupos na curva do fluxo de sobrenadante do
colostro. A curva de fluxo para ambos os grupos comegou na fonte, ascendeu e néo
foi linear (Figura 3A). A analise da viscosidade do sobrenadante do colostro a 37° C
indicou que a viscosidade foi maior no grupo de mulheres que tiveram infecgéo por

ZIKV no periodo gestacional (Figura 3B).

Figura 3 — Perfil reoldgico do sobrenadante do colostro de acordo com a infecgao

materna por ZIKV
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Taxa de Cisalhamento Y
(A) Curva de fluxo do sobrenadante de colostro de mées infectadas ou nao infectadas com ZIKV
durante a gravidez. Curva de viscosidade (B) do sobrenadante do colostro de maes infectadas pelo
ZIKV durante a gestagdo ou grupo controle. * Amplificacdo da regido com diferenga estatistica (p
<0,05) foi avaliada por ANOVA (dois critérios) e teste de Tukey.
FONTE: dados da pesquisa, 2018.
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3.3 Cytokine concentrations and correlations with the viscosity of colostrum
supernatant according to maternal ZIKV infection

A infeccdo pelo zika virus no periodo gestacional causou alteragées nos
constituintes das citocinas IL-10 e IL-6 no sobrenadante do colostro. Houve uma
reducao significativa (p <0,05) nos niveis de IL-10 e elevagao das concentragdes de
IL-6 no colostro de mulheres que com infeccao por ZIKV no periodo gestacional
(Figura 4).

Figura 4 — Niveis de citocinas do sobrenadante do colostro de acordo com a

infeccdo materna por ZIKV

10 _ 300 )
T8 250
6 * 200
150 [ Control Controle
\ 160 H zZIKV
; 01—
0 0

* Diferencga estatistica (p <0,05). * Diferenca estatistica entre os grupos (p <0,05), foi avaliada por
ANOVA e Teste de Tukey (n = 12).
FONTE: dados da pesquisa, 2018.

A figura 5 ilustra as correlagdes entre os niveis das citocinas IL-10 ou IL-6 e a
viscosidade do sobrenadante do colostro para ambos grupos analisados.

As citocinas IL-10 e IL-6 correlacionaram-se com a viscosidade do colostro
apenas para o grupo controle (p <0,05). A IL-10 apresentou correlagdo inversamente
proporcional com a viscosidade do sobrenadante do colostro para o grupo controle
(p<0,05). Enquanto que, a IL-6 apresentou correlagdo diretamente proporcional com
a viscosidade do sobrenadante do colostro (p<0,05).
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Figura 5 — Niveis e correlacdes com a viscosidade do sobrenadante do colostro de

acordo com a infecgdo materna por ZIKV
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(A) Correlacao de Pearson entre os niveis de viscosidade e IL-10 para ambos os grupos. (B)
Correlagao de Pearson entre os niveis de viscosidade e IL-6 para ambos os grupos. * Diferencga
estatistica (p <0,05). * Diferenca estatistica entre os grupos (p <0,05), foi avaliada por ANOVA e

Teste de Tukey (n = 12).
FONTE: dados da pesquisa, 2018.

Para analisar se as moléculas com agao de regulagao da inflamagao causam

as alteragdes na viscosidade, o sobrenadante do colostro foi modulado com a

citocina exogena IL-10. Os resultados indicaram que o estimulo exogeno de IL-10

aumenta a viscosidade do sobrenadante do colostro (p <0,05) tanto para o grupo

controle (Fig. 6B) quanto para o grupo ZIKV (Fig. 6C). No entanto, a citocina

reguladora IL-10 ndo foi suficiente para compensar as alteragdes refletidas na

viscosidade do colostro para o grupo ZIKV (Fig. 6A) (p> 0,05).
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Figura 6 — Modulagao de citocinas na viscosidade do sobrenadante de colostro de

individuos com ou sem infecgao por ZIKV
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(A) Curva de viscosidade do sobrenadante do colostro apds tratamento com IL-10. (B) Curva de
viscosidade do sobrenadante do colostro entre os grupos controle e controle mais IL-10. (C) Curva de
viscosidade do sobrenadante do colostro entre os grupos ZIKV e ZIKV mais IL-10. * Amplificacdo da
regido com diferenca estatistica (p <0,05) foi avaliada por ANOVA (2 critérios) e teste de Tukey.

FONTE: dados da pesquisa, 2018.
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4 DISCUSSAO

A infecgdo materna por ZIKV durante a gestacdo ocasionou mudangas na
viscosidade e no perfil de citocinas do colostro, mesmo sem a detec¢do do virus
nesse importante fluido. Entender as alteragdes nos constituintes do colostro é
fundamental para proporcional embasamento cientifico que possa contribuir no
campo da saude materno-infantil.

A necessidade de abordagens cientifica nessa tematica foi impulsionada a
partir suspeita da relagéo causal entre casos de microcefalia e infecgdo pelo virus no
periodo gestacional.

No ano de 2015, o surto explosivo de infeccao pelo ZIKV levou o Brasil a
declarar emergéncia nacional de saude publica, principalmente devido a inesperada
epidemia de recém-nascidos com microcefalia e outros déficits neuroldgicos (LOWE
etal., 2018).

Embora o zika seja uma doenga que afeta homens e mulheres, as mulheres
sdo as mais vulneraveis ao impacto dessa infecgédo. Seja devido a vulnerabilidade
bioldgica ou desigualdades estruturais de género (CALVET et al., 2018). Além disso,
os filhos de mulheres que tiveram infeccdo por ZIKV sdo mais propensos a
necessitar de cuidados intensivos imediatamente ap6s o nascimento (BRASIL et al.,
2016) e estdo expostos ao risco de transmissdo congénita (BRASIL et al., 2016;
HALAI et al., 2017, VALENTINE et al., 2018).

Na mée, o ZIKV desenvolve sintomas mais leves, mas para o feto o virus esta
associado a morte fetal, a restricdo do crescimento e a um espectro de
anormalidades do sistema nervoso central (BRASIL et al., 2016). Causa infecgéo
nas células neuroprogenitoras e destruicdo do parénquima cerebral. Como
resultado, a infecgdo congénita pode ndo ser detectada clinicamente durante a
gestacdo. Como efeitos adversos podem aparecer no periodo pos-gestacional
(VALENTINE et al., 2018)

O ZIKV tem uma rapida disseminacéo, por isso € necessario entender como o
virus interage com o hospedeiro humano, o que inclui sua persisténcia em fluidos
bioldgicos, a fim de melhorar o diagnédstico, a prevencgéo e o tratamento (OLIVEIRA
et al., 2018).

No Brasil, o diagndstico da infecgado pelo ZIKV depende da identificacdo do

virus por RT-PCR realizado durante o periodo agudo da infeccao (BRASIL et al.,



36

2016). O virus é detectavel no sangue durante o periodo de viremia aguda e é
eliminado na urina, geralmente por mais de 10 dias (GOURINAT et al., 2015).

Enquanto em fluidos bioldgicos como o sémen, o ZIKV esta presente até 117
dias apds o inicio dos sintomas (OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, é encontrado
no colostro e no leite humano (CAVALCANTI et al., 2017; PFAENDER et al., 2017,
SOTELO et al., 2018).

Neste estudo n&o foi observada a presenga de RNA do ZIKV no colostro das
maes que tiveram a infecgcdo viral no periodo gestacional, assim como outros
flavivirus testados. Possivelmente, a ndo deteccdo do ZIKV no colostro dessas
amostras € devido ao fato dessas mulheres estarem fora do periodo de viremia da
doenca. Uma vez que, na populacdo estudada, a infeccdo por ZIKV ocorreu
principalmente nos primeiros trés meses de gestagao.

A semana gestacional da infec¢do materna pode influenciar a presenca ou
auséncia do ZIKV no colostro e no leite materno. Nesse sentido, um estudo
descreve o caso de gestantes com infeccéo pelo Zika na 362 semana de gestacéo,
que por mais de 30 dias apds o inicio dos sinais e sintomas, a ZIVK estava presente
no colostro (2,44 x 10° cépias / mL) e no leite materno (9 dias pés-parto e 216.000
copias / mL), sem sinais de infec¢ao no lactente (SOTELO et al., 2017).

E de grande relevancia o fato de que, entre os fluidos bioldgicos, a
amamentacao representa uma via de transmissdo menos eficiente do que outros
fluidos corporais (CAVALCANTI et al., 2017). Os resultados de estudos na literatura
que detectaram particulas infecciosas de ZIKV no colostro e no leite humano, sem
casos conclusivos de infeccdo no lactente, sao instigantes (CAVALCANTI et al.,
2017; SOTELO et al., 2017). Portanto, presumimos que a infeccdo materna pelo
ZIKV, durante o periodo gestacional, provoca alteragdes no colostro humano, por
mecanismos envolvidos na alteracdo da viscosidade e no perfil das citocinas
inflamatdrias. Assim, beneficiando a saude da crianga contra possiveis impactos
negativos causados pelo ZIKV.

Para explorar esta hipotese, a viscosidade foi analisada por reologia. Os
parametros reoldgicos da curva do sobrenadante do colostro, independente da
infeccdo materna pelo ZIKV, ndo apresentaram caracteristicas liquidas ideais. A falta
de sobreposicdo das curvas para cima e para baixo leva a formagao da area de
histerese que define a magnitude da propriedade tixotrépica da amostra (FRANCA et
al., 2014).
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Nessa pesquisa, a tixotropia do colostro humano foi afetada pela infeccéo
materna do ZIKV no periodo gestacional (independente da idade gestacional),
resultando em uma diferenga significativa na viscosidade entre os grupos
analisados. Este fato sugere que o aumento da viscosidade, descrito no colostro do
grupo ZIKV, representa uma protegéo, que pode servir como uma barreira mecéanica,
desenvolvida pela glandula mamaria, o que dificulta a disseminacgéo do ZIKV.

O desenvolvimento e a resolugédo do processo inflamatério s&o regulados por
uma complexa rede de citocinas que apresentam efeitos pré e antiinflamatérios. A
acao efetiva de uma citocina proé-inflamatoria depende da sinergia com outras
citocinas e antagonistas inflamatorios (antiinflamatorios), geralmente elevados na
area da infecgdo (AHMED; IVASHKIV, 2000). Nesse processo, as citocinas IL-10 e
IL-6 sao fundamentais e estdo presentes no colostro e no leite materno (GAROFALO
et al., 2010; MORAIS et al., 2015).

A citocina IL-10 é principalmente conhecida por sua atividade reguladora e
por inibir as respostas pro-inflamatérias da imunidade inata e adaptativa, prevenindo
assim o dano tecidual devido a resposta imune exacerbada (ROJAS et al., 2017).
Enquanto a IL-6 é responsavel por ativar respostas de componentes celulares do
sistema imune inato e coordena a proliferagao de linfécitos (COLAVITA et al., 2018).
E geralmente elevado na maioria dos estagios inflamatérios, mas eventualmente
exibe atividade anti-inflamatéria. Também esta envolvido na regulagdo de processos
metabdlicos, regenerativos e neurais (SCHELLER et al., 2011).

Nesse estudo, uma redugédo significativa nos niveis de IL-10 e um aumento
significativo nas concentracbes de IL-6 foi observada em fungdo da infecgéo
materna pelo ZIKV no periodo gestacional. A informacao existente tem lacunas no
perfil de citocinas no colostro e no leite materno em pacientes com infecgéo por
ZIKV.

Um estudo com amostras de sangue descreveu um aumento nos niveis de IL-
6, sem alteragdes nos niveis de IL-10, para o grupo de individuos infectados pelo
ZIKV, quando comparado com individuos nado infectados (NAVECA et al., 2018).
Enquanto no sémen, os pacientes infectados pelo ZIKV17 apresentaram maiores
concentracdes de IL-6 e IL-10 do que o controle, a fim de evidenciar a inflamagao
persistente desde o inicio da infecgdo (OLIVEIRA et al., 2018).
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Os niveis de IL-10 ou IL-6 podem ser variaveis, aumentar ou diminuir em
relacdo ao controle, conforme o tipo de fluido biolégico, a cepa viral e dias apos o
inicio dos sintomas (COLAVITA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018).

Nesse estudo nao foi encontrada correlagéo significativa entre os niveis de IL-
10 e os niveis de IL-6 no colostro. No entanto, essas citocinas mostraram correlagao
com a viscosidade do grupo controle.

Observou-se que, em individuos saudaveis, as concentragdes de citocinas IL-
10 e IL-6 estavam, respectivamente, inversamente ou diretamente correlacionadas
com a viscosidade. O mesmo nao aconteceu com o grupo ZIKV, sugerindo que a
elevagao da viscosidade do colostro para este grupo n&o foi diretamente devido a
elevagao da IL-6. Possivelmente, a mudanga no perfil de citocinas desencadeou a
liberacdo de outros componentes bioldgicos que refletram o aumento da
viscosidade.

E provavel que as alteragdes observadas nas citocinas IL-10 e IL-6 no
colostro sejam um reflexo dos mecanismos protetores da amamentacgao. Ja a IL-10,
na resposta viral, pode prejudicar o inicio das células T nos estagios iniciais da
imunidade adaptativa, o que pode ser usado como um mecanismo de escape que
promove a persisténcia viral (ROJAS et al., 2017).

Outro fato interessante € que a IL-6 induz aumentos significativos na
Imunoglobulina A secretora (slgA) (McGHEE et al, 1991; FUJIHASHI; KONO;
KIYONO, 1992), que estad presente no colostro humano (FRANCA, 2011) e é a
imunoglobulina mais abundante encontrada no Ilumen do intestino humano.
Representa, portanto, a primeira linha de defesa da protecdo intestinal contra
patdgenos (MANTIS; ROL; CORTHESY, 2011).

Também é essencial afirmar que a acédo da IL-10 sob a viscosidade do
colostro dependeu de sua concentracdo. Considerando que, em concentragdes
endégenas em individuos saudaveis, tem uma correlagdo inversa com a
viscosidade. Enquanto, usado em um nivel mais alto (estimulacdo exdgena),
aumentou a viscosidade em ambos os grupos. Assim, podemos inferir que o uso de
componentes com acao anti-inflamatéria em puérperas deve ser utilizado com
cautela. Porque eles interferem na alteracdo dos niveis de citocinas que fornecem
ao colostro uma protegao bioldgica viavel contra a infecgdo pelo ZIKV no recém-

nascido.
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Em resumo, os resultados encontrados neste estudo sdo sinais iniciais de que
a infecgdo materna pelo ZIKV pode causar ativagdo na glandula mamaria, o que
desencadeia alteragado nos constituintes do colostro para intensificar a protecao do
lactente contra uma possivel infecgao. Portanto, novas abordagens de pesquisa sao
defendidas para investigar a agao da glandula mamaria como um érgdo do sistema
imunologico. Assim, contribuir com subsidios que favoregam a atencdo a saude

materno-infantil.
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5 CONCLUSAO

A infecgdo materna pelo ZIKV durante a gestagcdo desencadeia aumento da
viscosidade e alteragdes nos niveis de citocinas IL-10 e IL-6 quando comparado ao
colostro em mulheres nao infectadas. Houve redug¢ao nas concentragdes da IL-10 e
aumento na IL-6 para o grupo ZIKV em relagdo ao grupo controle. As citocinas IL-10
e IL-6 apresentaram, respectivamente, correlagdo inversa ou diretamente
proporcional com a viscosidade do colostro apenas no grupo controle. O estimulo
exdégeno de IL-10 aumentou a viscosidade do colostro para ambos os grupos, no
entanto, a IL-10 n&o restituiu as alteragdes refletidas na viscosidade para o grupo
ZIKV. Provavelmente, os niveis mais baixos de mediadores antiinflamatérios e de
citocinas inflamatérias mais elevadas alteram a viscosidade e representam um

possivel mecanismo de adaptagdo da amamentagao contra uma resposta ao ZIKV.
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ANEXOS

ANEXO A - PERSPECTIVAS FUTURAS NO CAMPO DA SAUDE PUBLICA

A amamentacao representa uma ferramenta que pode ser utilizada como
estratégia de intervengédo em politicas publicas que visem minimizar o impacto
ocasionado em possiveis infecgdes por ZIKV. Nessa pesquisa a mama demonstrou
funcionar como um érgéo do sistema imunoldgico, com capacidade de modificar os
constituintes do colostro em casos de infeccao pelo referido virus. Gerando, assim,
um fluido com potencial de aumentar a protecdo do lactente. Assim, é fundamental
que a criangca receba o colostro da propria mae com o intuito de minimizar os
impactos em sua saude, decorrentes da infecgdo materna no periodo gestacional.
No entanto, novos estudos ainda sao necessarios devido escassez de informacgdes
disponiveis sobre a tematica, que abordem as alteracbes dos constituintes do

colostro na presenca do ZIKV e que avaliem o binbmio mae-filho.

Quadro 1 — Perguntas do estudo

1) Por que foi feito este estudo? Para avaliar o impacto da infecgdo materna

por ZIKV durante a gestacdo nos constituintes do colostro humano.

2) O que os pesquisadores fizeram e o que encontraram?

Foram realizadas analises no colostro para deteccdo do ZIKV e de outros
flavivirus por meio de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Além de obter
os parametros reoldgicos (curva de fluxo e viscosidade) e quantificacdo das
citocinas IL-10 e IL-6 por citometria de fluxo. Nao foram detectados presenca de
ZIKV e outros flavivirus no colostro. Houve aumento da aumento da viscosidade,
diminui¢cao nos niveis de IL-10 e elevacido nas concentragdes de IL-6 no colostro
das mulheres com infecgao por ZIKV durante a gestacgéo.

3) O que esses achados significam? E possivel que a elevacio da viscosidade
representa uma barreira mecanica que dificulta a disseminagao do virus. Assim,
a alteracado de citocinas inflamatorias influenciam na viscosidade, e em conjunto
representam um possivel mecanismo de adaptacdo da amamentacdo contra
uma resposta ao ZIKV.

Fonte: elaborado pela autora, 2018.



47

ANEXO B — QUESTIONARIO

FICHA PARA COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

Projeto: “ZICA VIRUS:MECANISMOS PROTETORES DA AMAMENTAGAO E
REPERCUSSOES NA VISCOSIDADE E PERFIL DE CITOCINAS DO COLOSTRO
HUMANO”.

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Luiz Carlos de Abreu

Pesquisadora executante: Ocilma Barros de Quental

DADOS DA PACIENTE

Data de nascimento:

Qual o seu endereco (rua, n°, cidade,)

Telefone para contato

Cor:Branca( ) Parda( ) Negra( ) Amarela( )
Estado civil
( )casada ( )divorciada ( )solteira
( )amasiada ( )vidva

Escolaridade: Qual a sua escolaridade:

HISTORIA GESTACIONAL
Gestacao............ Pariadade................... Abortos.................. Cesareas..................
DUM: ... DPP: o

Pré-natal: Sim( ) N&o( ) N°deconsultas?...........cccorrrriiiiinnnnnn.
Doengas durante a gestagdo: Sim () NGO ( ) TipO7Z. s

Data dos primeiros da infec¢ao pelo Zika Virus ( / /)
| trimestre () [l trimestre () [l trimestre ()
Data da realizagéo da sorologia para Zika Virus ? ( / )

| trimestre () [l trimestre () [l trimestre ()



DADOS DO RECEM-NASCIDO (RN)
Data de Nascimento:

Tipo de parto: ( )normal ( )cesaria ( )férceps ( )outros

Sinais de sofrimento fetal? Sim ( ) N&ao ( )

QUAI? ... e e e e e e e e e e e ——aaaa e e —raaaaaeeeannnes
Mecénio: Sim ( ) N&o ( )

Tipo: ( )fluido ( ) moderado ( ) espesso

Apgar: 17 . D,
Sexo:.....Peso:.......ooiiiiees Estatura:............

PCieeeeeeee PT e

Anomalias ou malformagdes: Sim( ) Nao( )

QUAIS 2.ttt e e e e e e e et e e e e e e a it eee e e e nneeees

DADOS DO COLOSTRO

Data da coleta: / / N° da coleta

Quantidade coletada ml
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ANEXO C — TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

FACULDADE DE MEDICINA DO ABC
DEPARTAMENTO DE POS GRADUACAO
DOUTORADO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| — TITULO DA PESQUISA: ZICA VIRUS:MECANISMOS PROTETORES DA
AMAMENTAGCAO E REPERCUSSOES NA VISCOSIDADE E PERFIL DE
CITOCINAS DO COLOSTRO HUMANO

Justificativa e objetivos: Prezada senhora, como ja Ihe foi informado, o Zika virus,
€ um arbovirus transmitido ao homem pela picada do mosquito Aedes aegypty
infectado. Além da transmissdo vetorial, outras vias também tém sido
correlacionadas com a transmissdo desse virus, como materno/fetal, sexual e
através transfusdo sanguinea. E possivel que a infecgdo influencie na qualidade do
leite materno, substancia essa que protege a crianga contra infecgdes. Por este
motivo, para o desenvolvimento deste projeto, sera necessario a coleta de leite
materno (colostro) para avaliarmos se existe influéncia entre a infecgao pelo Zika
virus, e as propriedades do leite materno (especificamente o colostro), substancia
importante para proteger e fortalecer a o desenvolvimento saudavel do recém-
nascido. A coleta do colostro sera realizada por ordenha manual, sendo um
processo indolor, apresentando incbmodo ou ndo. Caso a senhora nao queira
participar da pesquisa, tem todo o direito de se recusar. Caso comece na pesquisa e
depois deseje desistir, também estara garantida a assisténcia prestada por esta
unidade de saude para vocé e sua crianga.

2. Procedimentos que serao utilizados e propédsitos, incluindo a identificagao
dos procedimentos que sao experimentais: Sera coletado uma amostra de
colostro para realizacdo de experimentos laboratoriais para determinar possiveis
alteracgdes (na viscosidade), e (interleucina 6 e interleucina 10), que sao elementos
importantes ‘presentes no leite humano.

3. Desconfortos e riscos esperados: O desconforto ocasionado a senhora sera
pequeno. A coleta do colostro ndo causa dor, pode apresentar incbmodo ou ndo. O
risco apresentado € minimo e ndo ha nenhum risco ao recém-nascido. Em caso a
senhora relatar qualquer incObmodo, a coleta do colostro sera interrompida
imediatamente.

4. Beneficios que poderao ser obtidos: Ndo ha beneficio direto para a senhora,
pois trata-se de estudo com analise laboratorial e somente no final do estudo
poderemos concluir a presenga de algum beneficio. No entanto, acredita-se que o
beneficio a ser obtido sera um melhor conhecimento sobre a influéncia Zica virus no
leite materno. Este conhecimento, favorece o desenvolvimento de condutas futuras
que poderao beneficiar os pacientes evitando maiores riscos aos recém-nascidos.

Il - OBSERVAGAO:
Atendendo a resolucdo CNS 466/12, este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido é elaborado em duas vias, devidamente assinadas pelo pesquisador,



50

uma via deste termo sera entregue ao participante da pesquisa e a outra ficara sob a
guarda pesquisador.

A senhora tera acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos,
riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para diminuir eventuais
duvidas.

A senhora tera direito de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.
Disponibilidade de assisténcia, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

Se for detectado, algum problema de saude previamente ao inicio da pesquisa, a
senhora sera encaminhada ao Sistema Unico de Saude (SUS) para o tratamento.

A senhora tera total confidencialidade, sigilo e privacidade dos dados deste estudo.
A duracgao prevista da pesquisa é de 4 anos, mas o material sera coletado apenas
uma vez.

Il — INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REAGOES ADVERSAS:

NOME DOS PESQUISADORES ENVOLVIDOS:

Pesquisadora executante: Ocilma Barros de Quental -
ocilmaquental2011@hotmail.com

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Luiz Carlos de Abreu — luizcarlos@usp.br
Faculdade de Medicina do ABC —-FMABC: Endereco : Av. Principe de Gales, 821 -
Vila Principe de Gales, Santo André - SP, 09060-650

Em caso de duvida a senhora também pode entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo
Paulo, situado a Av. Dr. Arnaldo, 715, Cerqueira César - CEP 01246-904, Sao
Paulo, SP - Telefone: (11) 3061-7779 / e-mail: coep@fsp.usp.br e/ou Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da USP, situado a Av. Prof. Lineu
Prestes, 2565 — Cidade Universitaria - CEP: 05508-000 — Sao Paulo, SP -
Telefone: (11) 3091-9457 / e-mail: cep@hu.usp.br .

IV — INFORMAGOES DO PACIENTE

Nome do paciente: ... e e e e nnn e
Documento de identidade N°: ........... e e

Data de nascimento: ........ | - i

Enderego: ... Numero............... Ap.....ccc..... Bairro:
......................................... Cidade:.......coociiiiiireeer e
CEP:..e, Telefone: DDD( ).....ccccvvvnnummmmennnnnnneenennn.

V - ENCERRAMENTO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

“Declaro que, apdés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente projeto
de pesquisa.”

Cajazeiras — Paraiba, ............ de . 201.......

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador



ANEXO D - CURRICULO LATTES DA PESQUISADORA

Ocilma Barros de Quental

Enderego pam acessar este OV: hetpe//fattes.cnpq.br/167371 3633025582
(i atuaitzagso do curriaulo em 06/09/2018

Possui graduacao em Enfermagem pela Faculdade Santa Maria de Cajazeiras (2007) e mestrado em Ciéndias
da Salde pela Faculdade de Medicina do ABC (2014). Possui experiéncia em metodologias ativas de ensino e
gestao nos servicos de salde. Atualmente é docente da Faculdade Santa Maria de Cajazeiras, nos cursos de
Enfermagem, Medicina , atuando principalmente nas seguintes areas deontologia e ética em enfermagem, saide
publica e coletiva Satide Coletiva , salide da mulher. (Texto informado pelo autor)

Identificacdo

Nome Ociime Barros de Quental
Nome em ditagSes bibliogréficas QUENTAL, O. B.;BARROS DE BARROS DE QUENTAL, OCILMABARROS DE QUENTAL,
OQLMA

Endereco

Endereco Profissional Faculdace Santa Marla.
ER 230 Km 504
Cristo Res
58900000 - Cajazeiras, PB - Brasi - Cabxa-postal: 030
Telefone: (83) 35312848
Fac (83) 35311365
URL da Homepage: www.fem.edu.be

Formacao académica/titulacdo

2014 Doutorado em andamento em Oéndas da Saide (Conceto CAPES 3).
Faculdade de Medicing do ABC, FMARC, Brasil.
Thulo: INFLUENCIA DA EXPOSICAO AQ ZICA VIRUS EM GESTANTES SOBRE OS
PARAMETROS IMUNOLOGICOS NA RELACAD MATERNO-INFANTIL,

Coorfentador: Italls Maria Pinheiro Bezerra.
2012 - 2014 Mestrado em COndas da Sedde (Conceito CAPES 3).
Fatuldade de Medidng do ABC, FMABC, Brasil.
Tiudo: Prevalinda de uso de Slooal entre adokescentes escolares Ano de OttengSo: 2014.

Orientador- @ Lutz Cartos de Abrew.

2016 EspecislizacBo em andamento em METODOLOGIAS ATIVAS NO ENSINO SUPERIOR.
Faculdade Santa Marla de Cajazeiras, FSM, Brasil.

2017 - 2017 Expecial zag3o em Proos=sos Educadonals na Seide - Aperfeicoemento Com £nfaswe em
AvalagBo d. (Carga Moréria: 360h).
Hospital Sirio-Libangs, SIRIO-LIBANES, Brasil.
Thulo: O ENTRELACAR DAS METODOLOGIAS ATIVAS NO SERTAO NORDESTINO.
Oriertador: ADRIENE JACINTO PEREIRA.

2015 - 2016 Especisiizacio em Especialzagio em Preceptoris em Residéncia Média no SUS.. (Carge
Horéria: 360h).
Hospital Skio-Utiands, SIRIO-LIBANES, Brasil.
Thuto: REPAGINANDO E FORTALECENDO O SISTEMA UNICO DE SAUDE ATREVES DA
PRECEPTORIA: Entredacando lagos € construindo saberes,
Oriertador: Symara Abrantes Abuguerque de Oliveira Cabral.

2006 - 2008 Especisiizacio em Programa Ssdde da Famila. (Carga Horéria: S70h).
Faculdades Integradas de Patos, FIP, Brasil.
Thulo: Encontros & Desentros de Adolkescentes Grividas.
Oriertador: Tatiana Cristing Vasconosios.

2003 - 2007 Graduagio em Enfermagem.
Faculdade Santa Marla de Cajareiras, PSM, Brasil.
Titulo: Gravidez na adolescinda: amor, busca, desencontro.
Oriertador: Tatiana Cristing Vasconosios.
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ANEXO E - CURRICULO LATTES DA COORIENTADORA:ITALLA MARIA P.

BEZERRA

Italla Maria Pinheiro Bezerra

Enderego pam acessar este OV: hetpe//fattes.cnpq. br /139746598 1683916
(time atuaitzagio do curriculo em 28/02/2019

Pesquisadora com énfase em Enfermagem, Salde Coletiva, Promogao da Salde e Tecnologia em Satde. Pos-
doutorado pela Universidade de S3o Paulo EACH-USP; Doutorado em Ciéncias (drea de concentragao: salde
Coletiva) pela Faculdade de Medicina do ABC (2015) e Mestrado em Modelos de Decisso e Salde pela
Universidade Federal da Paraiba (2011). Professora pesquisadora permanente do programa de Pos-graduacao
em Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Acre. Coordenadora do Curso de Enfermagem e Docente da
Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitdria, ES (EMESCAM). (Texto informado pelo

autor)

Identificacdo

Nome
Nome em citagSes bibliogrificas

Endereco

Ralls Maria Pinheiro Bezerra

BEZERRA, 1. M. PBEZERRA, ITALLA MARIA PINHEIRO; PINMEIRO BEZERRA, ITALLA
MARIA;MARIA PINMEIRO BEZERRA, ITALLABZERRA, 1M P;Pinheiro, Rtalls Maria
Bererra; BEZERRA, TALLA MARIA PINHEIRO; BEZERRA, ITALLA MARIA;BEZERRA,
IM;BEZERRA, ITALLA M_;BEZERRA, ITALA MARIA PINHEIRO

Endereco Profissional

Escols Superior de Ofnclas da Sarta Casa de Misericiedia de ViRéria, CoordenagBo de
Qurso de Enfermagem.

Avenida Nossa Senhora da Penha, 2150

Santa Lulza

29045402 - Vitdria, ES - Bradl

Telefone: (27) 33343573

Formacao académica/titulacdo

2012 - 2015

Pos-doutorado

Doutorado em Oéndas da Ssdde (Concsito CAPES 3).

Faculdade de Medicing do ABC, FMABC, Brasil.

Thulo: Préticas educativas desenvalvidas por enfermeiros na estratégia saide da famila:
andlse & luz das categorias eplstemoldgicas de Paulo Freire, Ano de obtengBo: 2015
Orlertador: Prof. Dr. Luz Carlos de Abreu.

Coorlentador: Profa. Dra. Marie de Fétima Antero Sousa Machado.

Mestrado em Modeos de DecisSo e Salde (Concelo CAPES 5).
Universidade Federal da Paraiba, UFPB, Brasi.

Thulo: Estratégias cu titicas sketmativas: procurando novos caminhos para promogSo da
sa(de entre modelos assistencials € processos de trabaiho Ano de Obtenglo: 2011,
Ortertador: Prof. Or. Eufrésio de Andrade Lima Neto.

Coorlentador: Prof. Dr. Cesar Cavalcant! da Siva.

Bolsista doa): CoordenacBo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES,
Bradl.

Palavras-chave: Tomads de decisdes; PROMOCAO DA SAUDE; Prética profissional;

Universidade Regional do Carirl, URCA, Brasil.

Thuto: COMUNICACAD NO PROCESSO EDUCATIVO DESENVOLVIDA PELO ENFERMEIRO
NO PROGRAMA DE SAUDE DA FAMILIA.

Orientador: Prof. Dr. Maria de Fatima Antero Sousa Machado.

Bolsista dofa): Fundagio Cesrense de Apok 80 Desenvolvimento Clentifico e Tecnoligico,
FUNCAP, Brasdl.
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ANEXO F - CURRICULO LATTES ORIENTADOR: LUIZ CARLOS DE ABREU

Luiz Carlos de Abreu
Bolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPg - Nivel 18

Endereco par acessar este OV: hetpe//fattes.onpq.br /6796570651 412850
(mimo atuaitzacso do curriculo em O4/04/2019

Livre Docente em Salde Publica (FSP/USP). Pesquisador 1B do CNPq (luiz.abreu@pesquisador.cnpg.br).
Chefe do Laboratorio de Delineamento de Estudos e Escrita Cientifica do Centro Universitirio Saide do
ABC(Santo André, SP, Brasil), da Fundagao do ABC. Professor Adjunto da Escola Superior de Giéndias da Santa
Casa de Misericordia de Vitoria - EMESCAM. Vice-Presidente da Fundacao Centro de Estudos do Crescimento e
Desenvolvimento do Ser Humano. Editor-Chefe do Periodico Joumnal of Human Growth and Development. Visiting
scholar at Graduate Entry Medical School in The University of Limerick, Irlanda. (Texto informado pelo autor)

Identificacdo

Nome Luiz Carlos de Abreu

Nome em ditagSes bibliograficas Abreu LCAbrey, LCABRED, Lulz Carlos de;de Abreu, Lulz Carlos;de Abrey, L. C.de Abrey,
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