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Resumo

Introducéo: O recente aumento de casos de microcefalia congénita observado
no Brasil se deu alguns meses ap6és a introducdo do ZIKA virus (ZIKV) no pais,
associado a relatos de gestantes com doencas febris e exantematica. A primeira
evidéncia de transmisséo perinatal/vertical do virus da ZIKV ocorreu em 2016,
onde foi possivel detectar o material genémico do virus no liquido amniético.
Portanto, o momento da infeccdo por ZIKV esta intimamente ligado com o
desenvolvimento de possiveis desfechos infantis desfavoraveis. A avaliacao das
alteracdes histopatologicas presentes no tecido placentario auxiliam no
diagnostico da transmisséo vertical da infeccao pelo ZIKV. Objetivo: Verificar a
presenca do ZIKV no tecido placentario apds o nascimento, descrever as
alteracdes histopatologicas placentarias e correlacionar os dados com o
desfecho nos neonatos. Métodos: Foram incluidos 60 pacientes com
confirmacéo diagnostica de infec¢do por ZIKV. Os dados clinicos do pré-natal e
pés-natal foram analisados. No tecido placentério foi realizado a deteccdo do
genoma viral através da técnica de RT-gPCR e as alteracdes histopatologicas
analisadas com a técnica de coloragdo H&E. Resultados: O principal sintoma
relatado pela populacdo estudada foi a lesdo exantematica cutanea, estando
presente em 78% dos casos. Apenas 10% das gestantes foram assintomaticas.
Das placentas analisadas, 37% foram PCR positivas para ZIKV, sendo 23% dos
casos com infeccéo ocorrendo no primeiro trimestre, 24% no segundo e 64% no
terceiro. Em acordo com a literatura, este estudo também observou mais
alteracdes no SNC e oculares dos fetos/neonatos no grupo de gestantes cuja
infeccdo ocorreu no primeiro trimestre. As alteracfes histopatologicas mais
observadas foram vilosite cronica (92%), fibrose estromal (93%), hiperplasia
fioromuscular da parede dos vasos vilosos de médio calibre (82%) e deciduite
cronica (70%). Essas alteragbes caracterizam um padrdo de placentite
hematogénica do tipo cicatricial, semelhante ao observado em outros tipos de
infeccdo especifica como aquelas descritas no grupo STORCH. Ja a decidua
normal apresentou associacdo com a incidéncia de alteracdes do SNC e com a
carga viral aumentada. Nos casos em que a carga viral alta, o achado de decidua
normal conferiu chance 7 vezes maior de apresentar alteracdes no SNC quando
comparada com os casos de deciduite crénica. Conclusao: Foi possivel detectar
0 genoma viral no tecido placentario pela técnica de RT-gPCR, indicando assim
uma persisténcia viral, e o exame histopatolégico revelou alteracdes
inflamatoérias predominantemente cicatriciais, com importante alteracfes
vasculares, como observadas também em outras infec¢Bes congénitas. Além
ferramentas auxiliarem no diagndstico de infeccao intrauterina por ZIKV, também
indicam um padrdo de caracteristicas comuns ao grupo de infeccfes congénitas
(STORCH) revelando uma possivel inclusédo do ZIKV neste grupo.

Palavras-chave: Zika Virus. Gravidez. Placenta. Transmissao Vertical de Doenca
Infecciosa.



Abstract

Introduction: The recent increase in cases of congenital microcephaly observed
in Brazil occurred a few months after the introduction of ZIKA virus (ZIKV) in the
country, associated with reports of pregnant women with febrile and
exanthematous diseases. The first evidence of perinatal / vertical transmission of
the ZIKV virus occurred in 2016, where it was possible to detect the genomic
material of the virus in the amniotic fluid. Therefore, the timing of ZIKV infection
is closely linked with the development of potential unfavorable childhood
outcomes. The evaluation of the histopathological changes present in the
placental tissue helps to diagnose the vertical transmission of ZIKV infection.
Objective: To verify the presence of ZIKV in the placental tissue after birth, to
describe placental histopathological changes and to correlate the data with the
outcome in neonates. Methods: Sixty patients with diagnostic confirmation of
ZIKV infection were included. Prenatal and postnatal clinical data were analyzed.
In the placental tissue, the viral genome was detected through the RT-gPCR
technique and the histopathological changes were analyzed using the H&E
staining technigue. Results: The main symptom reported by the study population
was cutaneous exanthematous lesion, being present in 78% of the cases. Only
10% of the pregnant women were asymptomatic. Of the analyzed placentas, 37%
were PCR positive for ZIKV, 23% of cases with infection occurring in the first
trimester, 24% in the second and 64% in the third. According to the literature, this
study also observed more CNS and ocular changes in the fetuses / neonates in
the group of pregnant women whose infection occurred in the first trimester. The
most common histopathological alterations were chronic villusitis (92%), stromal
fibrosis (93%), fibromuscular hyperplasia of the wall of villous vessels of medium
caliber (82%) and chronic deciduitis (70%). These changes characterize a pattern
of hematogenous placentite of the cicatricial type, similar to that observed in other
types of specific infection such as those described in the STORCH group. The
normal decidua had an association with the incidence of CNS disorders and
increased viral load. In cases where the high viral load, the finding of normal
decidua conferred a 7 times greater chance of presenting changes in the CNS
when compared with the cases of chronic deciduite. Conclusion: It was possible
to detect the viral genome in the placental tissue by the RT-gPCR technique, thus
indicating a viral persistence, and the histopathological examination revealed
predominantly cicatricial inflammatory alterations, with important vascular
alterations, as also observed in other congenital infections. In addition, tools to
aid in the diagnosis of intrauterine infection by ZIKV also indicate a pattern of
characteristics common to the group of congenital infections (STORCH)
revealing a possible inclusion of ZIKV in this group.

Keywords: Zika Virus. Pregnancy. Placenta. Infectious Disease Transmission,
Vertical.
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1. Introducéo

O recente aumento de casos de microcefalia congénita observado no
Brasil € motivo de grande preocupacao. Uma vez que o aumento ocorreu alguns
meses apos a introducdo do Zika Virus (ZIKV) no pais, associado com relatos
de gestantes com doencas febris e exantematica, levantou-se a hipotese da
relacdo entre a infeccdo por ZIKV e a microcefalia (1). Em maio de 2015, o
Ministério da Saude confirmou 16 casos do ZIKV no Brasil, sendo oito pacientes
provenientes do Rio Grande do Norte e oito da Bahia. Em agosto de 2015, o
ZIKV ja estava presente nos estados da Bahia, Rio Grande do Norte, Sdo Paulo,
Alagoas, Para, Roraima, Rio de Janeiro, Maranhdo, Pernambuco, Ceara,
Paraiba, Parana e Piaui. Atualmente a confirmacdo do ZIKV esta presente em

27 regides e unidades federadas do Brasil (2).

O primeiro caso de evidéncia de transmissao vertical do virus da ZIKV no
Brasil ocorreu em 2016, onde foi possivel detectar o RNA do virus no liquido
amniético de duas gestantes provenientes da regido nordeste do Brasil, que
apresentaram sintomas relacionados a infec¢ao por ZIKV e tiveram o diagnéstico

fetal de microcefalia pelo exame de ultrassonografia (3).

Existe um conjunto de alteragbes funcionais e estruturais no feto
relacionadas a exposi¢ao do ZIKV durante a gravidez e o grau de severidade
depende do momento em que ocorreu a infeccdo (4). Dentre as alteracdes
estruturais mais observadas estdo anomalias cerebrais (microcefalia,
ventriculomegalia, assimetria cerebral e calcificacbes intracranianas),
contraturas congénitas (como a artrogripose) e alteragbes oculares
(microftalmia, pigmentagédo retiniana, alteracdes no nervo Optico e atrofia

macular). Entre as anormalidades neurolégicas observadas destacam-se a
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hipertonia global grave com hiper-reflexia, irritabilidade, hiperexcitabilidade,

choro excessivo, disturbios de degluticdo, além de crises convulsivas (5-7,4,8).

Apesar de ser uma doenca transmitida por mosquito do género Aedes e
estar intimamente relacionada com a febre amarela, Dengue e Chikungunya, o
ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947 no Vale do Zika em Uganda e

dentre os sintomas mais observados foram febre, eritema e artralgia (1).

A confirmacéo laboratorial do diagnéstico de infeccdo por ZIKV ocorre
pela deteccdo do RNA do virus através da técnica molecular de transcri¢cdo
reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-qPCR) e normalmente é
realizada com amostras de sangue do paciente no momento em que ocorreu a
suspeita e/ou aparecimento dos sintomas. Entretanto, o ZIKV também j& foi
encontrado na urina e curiosamente apresentou uma maior carga viral e
deteccdo prolongada quando comparada com o sangue (9-11). Também foi
detectado no cérebro de fetos com alteragbes no SNC e cuja suspeita da
infeccdo ocorreu no primeiro trimestre gestacional de acordo com os sintomas

clinicos revelados pela gestante (1).

Durante a epidemia de ZIKV na Polinésia Francesa em 2013/2014, o virus
foi identificado no sémen pela técnica de RT-qPCR, duas semanas ap0s o inicio
dos sintomas e quando comparado com a amostra sanguinea, a carga viral no
sémen foi maior (12). Em 2016, o genoma completo do ZIKV foi isolado a partir
da amostra de sémen coletada 13 dias ap6s o inicio dos sintomas de um

paciente que havia retornado de viagem de Guadalupe, México (13).

No entanto, estudos ainda sdo necessarios para elucidar melhor o
mecanismo da infeccdo transplacentaria pelo ZIKV e suas consequéncias para

o feto e o desenvolvimento de encefalopatias graves. Portanto, a analise da
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placenta (6rgdo materno-fetal) que é considerado uma barreira ndo apenas
anatdbmica como imunologica contra agentes infecciosos externos, contribui para
o entendimento da via materno-fetal de infeccdo pelo ZIKV. A avaliagdo das
alteracdes morfologicas presentes nesse tecido auxiliam no diagndéstico e na

descricao de possiveis marcadores de gravidade.

Realizamos a andlise dos tecidos placentéarios de gestantes com infeccao
por ZIKV confirmada, no Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianga e do
Adolescente Fernandes Figueira, Rio de Janeiro, no periodo de abril de 2016 a
janeiro de 2017, com o objetivo de identificar a presenca do ZIKV no tecido
placentario apds o nascimento e verificar as possiveis alteragdes morfoldgicas
causadas pelo virus. Desta maneira, podemos correlacionar o periodo
gestacional em que a gestante foi exposta ao ZIKV com as alteracdes
morfologicas presentes no tecido placentario e o risco do recém nato apresentar

alteracdes no Sistema Nervoso Central.
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2. Referencial Teodrico

2.1Agente etiologico

O Zika Virus (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus,
filogeneticamente relacionado com o virus dengue, virus da febre-amarela e
virus do Nilo Ocidental. Os virus dessa familia sao transmitidos por artropodes
e por esse motivo sdo considerados arbovirus emergentes, transmitidos
principalmente por mosquitos do género Aedes (14). Clinicamente, podem
causar encefalites, quadros hemorragicos, doencas hepaticas e febris severas
nos animais vertebrados, incluindo o homem, sendo responséavel por elevadas

taxas de morbidade e mortalidade em seres humanos (15).

O ZIKV foi originalmente isolado a partir do soro de uma fémea de macaco
Rhesus febril, utilizada como sentinela para deteccéo de febre amarela silvestre
em uma floresta Zika, na Uganda em 1947 (16,17). No mesmo local, o ZIKV
também foi isolado a partir de uma amostra do mosquito do género Aedes
africanus (18). Em 1964, na Uganda, Africa foi relatado o primeiro caso de
infeccdo pelo ZIKV em humano, com descri¢éo clinica detalhada, realizada por
um meédico que descreveu sua proépria infeccdo, relatando sintomas como leve

dor de cabeca, erup¢do cutanea méaculo-papular difusa, febre e mal estar (19).

Apesar desse relato sobre a doenca, esse virus permaneceu
relativamente desconhecido até 2007, quando houve um grande surto na
Micronésia, representando a primeira evidéncia da circulacdo do virus fora do
continente africano (16,20,21). A doenca disseminou-se rapidamente pelas ilhas

do Oceano Pacifico sendo detectados em outubro de 2013 os primeiros casos
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na Polinésia Francesa, onde a situacdo evoluiu para uma epidemia com cerca
de 19.000 casos suspeitos e apenas 294 casos tiveram confirmacéo diagndstica
para a pesquisa de particula viral de ZIKV por RT-PCR em um total de 584 soros

de pacientes analisados (22).

Em fevereiro de 2014, pela primeira vez nas Américas, casos da doenca
foram reportados na llha de Pé&scoa (territério Chileno no Oceano Pacifico),
provavelmente relacionado com o surto na Micronésia e na Polinésia Francesa
(23). A partir desse momento, a epidemia se alastrou rapidamente nos paises
das Américas e mais recentemente nos EUA, estado da Florida. Como pode ser
visto na figura 1, o mapa mundial representando os paises que ja reportaram a

presenca do ZIKV e paises com baixo e alto risco de infecgéo ZIKV (24).

A primeira transmissdo autéctone no Brasil foi observada em abril de
2015, em pacientes do Rio Grande do Norte, onde a sequéncia de um fragmento
de proteina do envelope viral revelou alta identidade com sequéncias do ZIKV
da linhagem asiatica (25). Em 15 de maio de 2015, o Ministério da Saude do
Brasil confirmou a circulacdo de ZIKV no pais, ap6s a identificacdo da particula
viral em 16 amostras de soro (oito da Bahia e oito no Rio Grande do Norte) pelo
Laboratdrio de Referéncia Nacional. Os principais sintomas descritos foram
artralgia, edema das extremidades, febre baixa, dor de cabeca e retro-orbitéria,
hiperemia conjuntival e erup¢des cutaneas maculo-papulares, além de prurido,

tonturas, mialgia e desordem digestiva (26).
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Area doméstica Areasinternacionais
ZIKV Reportado: Recomendagado para viagem ZIKV: Baixo risco
Sem informacgdo de ZIKV: Alto risco

Sem informacgédo de ZIKV:

Figura 1: Mapa Mundial de areas com risco de ZIKV. A &rea doméstica é
representada pelos territorios dos EUA. Os demais paises correspondem as areas
internacionais. Adaptado de: https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas-with-
zika.

2.2Estrutura genética do virus

Atualmente existem duas principais linhagens de ZIKV descritas, uma de

origem africana e outra de origem asiatica (27).

Como membro do género Flavivirus, o ZIKV possui genoma composto
por uma fita simples de &cido ribonucléico (RNA), polaridade positiva, contendo
cerca de 11.000 nucleotideos, flanqueada pelas regides 5’ e 3’ nao traduzidas
(UTR’s). Esse RNA codifica uma Unica poliproteina (16), que posteriormente é
clivada em proteinas estruturais denominadas de capsideo (C), pré-membrana
(prM) e envelope (E) e as proteinas néo-estruturais conhecidas,
respectivamente, como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (28), como

pode ser visto na figura 2. A regido 5 UTR ¢é relativamente curta


https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas-with-zika
https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas-with-zika

18

(aproximadamente 100 nucleotideos), tem a estrutura de uma tampa (cap
terminal) na extremidade 5’ e é uma regido muito conservada. Enquanto a regido
3’ UTR é mais longa com aproximadamente 450 nucleotideos e ndo possui a

cauda poli A, além de conter estruturas conservadas (29).

5’ UTR 3’ UTR
Cap | Genoma do Flavivirus
5 @ 3'-OH
v
¢ | [ e |nsifnsaalwsas| ns3 il [WSie] s

Estrutural Nao Estrutural

Figura 2: Representacdo esquematica do genoma do flavivirus. O genoma viral € um
fsRNA+ de aproximadamente 11kb. Apresenta um cap naregido 5"UTR e ndo apresenta
cauda poliadenilada em sua regido 3". As proteinas estruturais C, M e E (Caixas verde,
laranja, amarela, respectivamente) sdo traduzidas a partir do primeiro ter¢co do genoma,
seguidas pelas proteinas ndo estruturais NS1, NS2A e B, NS3, NS4A e B e NS5 (caixas
azuis e cinzas). FONTE: Adaptado de PERERA; KUHN, 2008 (30).

A caracteristica da proteina C, é proteger e empacotar o RNA gendmico
durante a sua transferéncia entre células e hospedeiro (31). A glicoproteina E do
envelope desempenha diversos fungdes, incluindo a ancoragem inicial do virion
na célula, penetracdo, disseminacdo do virus entre as células.Também é
responsavel pela inducao de anticorpos neutralizantes e pela adsorcdo das
particulas virais aos receptores nas células do hospedeiro. Além disso, ela
promove a fuséo entre o envelope viral e a membrana do endossomo, permitindo
a liberacdo do capsideo para o citoplasma. A proteina do envelope também
possui atividade hemaglutinante (32). Ja a proteina NS1 é altamente conservada

e parece ser essencial para a atividade infecciosa do virus, é eficicientemente
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secretada pelas celulas de mamiferos (33). J& a sequéncia conservada da regido
NS5 codifica a maior proteina viral, multifuncional com atividade de RNA
polimerase dependente (17), tornando-se essencial para o processo de

replicagéo viral (34).

2.3Doenca

O virus Zika € transmitido ao ser humano pela picada das fémeas
infectadas do mosquito Aedes. Porém outros mecanimos de transmissao tém
sido descritos na literatura, como a transmissao sexual, intra-uterina, transfuséo

sanguinea e através do aleitamento materno (35,36).

O principal vetor é o Aedes aegypti, artrépode hematofago bem adaptado
as condi¢cbes de vida urbana. O periodo de incubacdo do virus em humanos
pode variar de 3 a 12 dias (37). A infeccdo produz uma doenca febril auto-
limitada, cujos sintomas da fase aguda séao febre, dor de cabeca, mialgia e
exantema cutaneo, muito semelhante com a sintomatologia de outros arbovirus
como o virus dengue e o virus Chikungunya. Assim, nas regifes onde ha co-

cirulacdo desses virus, o ZIKV pode ser sub-notificado (1,38,39).

Cerca de 80% das infec¢cBes por ZIKV é assintomatica ou quando os
sintomas clinicos da doenca aparerecem possuem intensidade leve a moderada
e sdo auto-limitados, podendo durar entre 5 e 7 dias (37). Entretanto, existe uma
forte associacdo entre o surto de ZIKV e aumento do nimero de casos de
sindrome de Guillain-Barré (SGB) na Polinésia Francesa apontando uma
primeira complicagdo resultante de uma infeccdo por ZIKV (40). No Brasil,

quadros graves associados ao ZIKV foram também descritos, incluindo
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comprometimento do sistema nervoso central, tais como: sindrome de Guillain-
Barré, mielite transversa, meningite em adultos (17,40) e microcefalia e/ou

ventriculomegalia em neonatos (1,8).

2.4Transmissao Vertical do ZIKV

O Brasil, especificamente na regido nordeste, foi confrontado com um
namero de bebés que apresentaram microcefalia no segundo semestre de 2015
(2). Retrospectivamente, a anamnese da maioria das parturientes revelou
episodios de doenca febrii e lesdo exantematica durante a gravidez.
Considerando a situacao epidemioldgica, em novembro de 2015 a OMS confirma
a relacao da infeccao por ZIKV e a malformacgdes congénitas, baseando-se nos
seguintes fatores: quantidade de casos ocorridos em pouco tempo provenientes
de diversos estados, demonstrando altas taxas de ataque e rapida dispersdo
(fendbmeno associado a doencas transmitidas por artrépodes), originando assim
uma nova sindrome congénita. Além disso, a maioria das mées tiveram sintomas
compativeis com a infeccéo por ZIKV no periodo em que ocorreu o surto e ndo
havia correlagcdo com historico de doenca genética na familia e/ou exames com

padrdo de outros processos infecciosos conhecidos (41).

O primeiro caso de evidéncia de transmissao transplacentaria do virus da
ZIKV ocorreu em 2016, pela deteccdo do RNAm do virus no liquido amniético de
duas gestantes pertencentes a regido nordeste do Brasil, que apresentaram
sintomas relacionados a infeccdo por ZIKV e tiveram o diagnostico fetal de

microcefalia no exame de ultrassonografia (3).
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A microcefalia € uma das alteracdbes no SNC mais frequentemente
observada nos casos de infeccdo congénita pelo ZIKV. Segundo a OMS,
microcefalia é definida como perimetro cefalico menor ou igual a dois desvios-
padréo abaixo da média para idade e sexo ou ser menor que o segundo percentil,
sendo considerada severa quando abaixo de 3 desvios-padrdo da média. No
geral, ocorre quando o cérebro fetal ndo cresce normalmente, e
consequentemente, o cranio também ndo cresce e as suas suturas se fecham
prematuramente. O diagndstico é feito frequentemente durante o pré-natal, pois
a medida do perimetro cefalico é realizada de rotina para monitoramento do

crescimento fetal através da ultrassonografia (42).

Ao exame de ultrassonografia, os fetos com sindrome congénita do ZIKV
podem apresentar microcefalia, ventriculomegalia, atrofia cortical, atrofia de
tronco ou cerebelo e disgenesias de corpo caloso associadas a calcificagbes
intra-parenquimatosas difusas, puntiformes e predominando na juncdo cortico-
subcortical, podendo estar presentes no tronco, nucleos da base e regiao
periventricular. Esse tipo de leséo revela carater mais severo quando comparada
com a distribuicdo das calcificacbes ocasionadas pela infeccdo com o
Citomegalovirus, por exemplo, que compromete principalmente a regido

periventricular, diferente do observado no quadro de infecgéo por ZIKV (5,8).

A patogénese da infeccdo vertical por ZIKV ainda ndo esta totalmente
estabelecida, mas sabe-se que a presenca do virus no soro materno € curta
permitindo a deteccdo de RNA viral por tempo limitado. Também foi observada
a presenca de RNA viral no semén, urina, saliva e leite materno (9,43). A
deteccado de ZIKV no liquido amnidtico, tecido placentario e fetal pela técnica de

RT-gPCR associada a identificacéo de particulas virais presentes nos leucécitos
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maternos, na decidua, células de Hofbauer, células endoteliais e células do
estroma viloso pelas técnicas de imunohistoquimica ou hibridizacdo in situ
apoiam as evidéncias da transmissao transplacentéaria. A partir desses achados,
e de modo semelhante a outras infecgbes congénitas, acredita-se que a principal
via de transmissédo vertical ocorra a partir da viremia materna e consequente
transferéncia da particula viral para o espaco interviloso da placenta. Em
seguida, essas particulas atravessam o epitélio trofoblastico (sincicio e
citotrofoblasto) e atingem os vasos fetais bem como as células do estroma viloso.
Uma vez que o ZIKV alcange a circulagdo fetal, presume-se que ocorra
disseminacdo para todas as visceras fetais com subsequente replicacdo e
persisténcia da infeccdo nos o6rgdos e tecidos permissivos, com tropismo

especifico para o tecido nervoso (9,10,44).

2.5 Infecgdes congénitas

As infec¢Bes congénitas ocorrem quando a mulher é infectada durante
a gravidez e os microorganismos sdo capazes de ultrapassar a barreira
placentaria e assim alcancar as visceras e tecidos fetais (45). As infeccdes
oriundas do organismo materno podem atingir o concepto através da corrente
sanguinea pela via transplacentaria, também conhecida como via hematogénica
ou por meio da membrana amnidtica integra a partir de uma infeccdo do trato

genital materno (via ascendente) (45).

As infeccbes hematogénicas podem ser transmitidas em qualquer
periodo gestacional e os principais agentes etiologicos sao representados pelo

grupo STORCH, acrénimo utilizado para um conjunto de infec¢bes especificas
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durante a gestacdo, correspondem aos seguintes microorganismos: Sifilis,
Toxoplasmose, Outras infeccdes (como parvovirose, HIV/AIDS, varicela zoster,
hepatites B e C), Rubéola, Citomegalovirus e Herpes simples (46). No geral, as
infeccbes maternas agudas associadas ao grupo STORCH, quando adquiridas
no 1° trimestre de gestacao, apresentam maior gravidade, sendo frequentes
anomalias disruptivas e deformacfes fetais, além de ser causa de aborto,
natimortalidade, parto prematuro e crescimento intra-uterino retardado (CIUR),
apesar da placenta jovem ter maior capacidade de protecao, funcionando como
barreira fisica e imunolégica. J&4 as infec¢cdes adquiridas no 3° trimestre
apresentam maior chance de transmissdo devido a maior vascularizagdo
placentaria e menor probabilidade de causar anomalias fetais, visto que os
tecidos sdo mais diferenciados e maduros. As principais anomalias congénitas
descritas nestes casos especificos de infeccdo hematogénica séo relacionadas
ao SNC, dentre elas a microcefalia , assim como alteracdes oculares incluindo

catarata e cegueira, e malformacdes cardiacas (45,47).

A incidéncia de infecgBes congénitas é variavel entre as diferentes
populacbes e podem ocorrer em até 10% dos nascidos vivos (48) e seu risco
depende de vérios fatores, tais como: politicas publicas de saude (vacinacao e
acesso aos servicos de atendimento pré-natal), condi¢cbes sécio-econdmica,
educacdo sexual, habitos higiénico-alimentares, imunidade materna e as

caracteristicas do agente infeccioso.

O primeiro relato causal entre infeccdo materna viral e malformacéo fetal
foi feito em 1941 por Norman McAlister Gregg, oftalmologista australiano que
estabeleceu corretamente a relacdo entre infeccdo materna precoce por rubéola

com catarata congénita (49).
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Garcia escreveu artigo de revisdo que enfatiza o papel da infec¢édo viral
como importante “agente” teratogénico, em especial os virus da Rubéola, o
Citomegalovirus e o Herpes virus. Dependendo do momento da aquisi¢do da
infecc@o pode causar erros primarios da morfogénese, quando a infeccéo ocorre
no periodo embrionario, resultando em malformacdes ou quando acomete o feto
em momento mais tardio, podendo causar alteracdes da forma e da estrutura em

orgéos normalmente formados ocasionando deformidades (50).

A patogénese da lesdo no sistema nervoso central causada pelas
infeccdes virais congénitas ainda € desconhecida e complexa. Multiplos
mecanismos isolados e em conjunto tém sido propostos, tais como: acéo de
produtos de genes virais agindo como agentes “teratogénicos”, interferindo na
morfogénese e na diferenciagdo celular normal atuando e modificando o ciclo
celular, os mecanismos de apoptose; inducédo da fragmentacdo cromossomica
em sitios especificos; a resposta inflamatéria do hospedeiro potencializando a
injuria causada diretamente pelo virus no SNC; resposta imune materna nao
eficaz em controlar a infeccdo; o impacto direto da infeccdo nas funcdes

placentérias e o tropismo vascular caracteristico dos virus causando lesbes

vasculares difusas (51,52).

2.6 Placenta

A placenta € um tecido especializado que é formado apenas durante a
gestacdo, é obrigatorio para manutencdo e sustentacdo do desenvolvimento
fetal. Serve de interface materno-fetal e facilita a troca de nutrientes, gases,

produtos de excreta e horménios entre a circulacdo materno-fetal (53).
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Resumidamente, a placenta humana é composta pelo disco placentario,
o cordao umbilical e as membranas. O disco placentario tem duas faces: a fetal
que estd recoberta por delgada membrana transparente e aonde o cordao
umbilical se insere usualmente. A face oposta é a materna, tem cor vinhosa e
esta aderida a parede uterina e corresponde ao endométrio transformado sob
efeito hormonal, agora chamado de decidua. O tecido esponjoso entre as duas
faces contém as unidades funcionais da placenta que séo as vilosidades coriais.
Essas sdo estruturas arredondadas ou ovaladas compostas por eixo central
conjuntivo contendo fibroblastos, células de Hofbauer e vasos sanguineos fetais
que sdo revestidos externamente pelas células trofoblasticas (cito e
sinciciotrofoblasto). O espaco entre as vilosidades (espaco interviloso) € rico em
heméacias maternas. Assim, o epitélio trofoblastico (em especial o
sinciciotrofoblasto) que estd em contato direto com 0 sangue materno,
representa camada crucial para proteger o feto contra patégenos As vilosidades
menores (terminais) s&o ramificagcdes de troncos vilosos maiores que se
originam do corion da placa corial e contem ramificag6es dos vasos do cordao

umbilical (54).
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Figura 3: Representagdo esquematica da estrutura e organizagdo da placenta. Na figura
A, o compartimento materno € composto pela decidua e espaco interviloso. E o
compartimento fetal € composto pelas vilosidades. O endométrio, é revestimento do
atero, o qual é transformado em decidua, principalmente por conta dos efeitos
hormonais. O sangue materno circula livremente no espaco interviloso por entre as
inimeras vilosidades que sdo de origem fetal. Na figura B, € a representagcéo de um das
vilosidades, é possivel perceber que o sangue materno banha as vilosidades. Estas,
séo cobertas por uma camada de células formadas pelo sinciciotrofoblasto e abaixo dele
estdo uma populacéo de células progenitoras chamadas citotrofoblastos (CTB) e séo
sustentadas por uma membrana basal (em roxo). Esse epitélio trofoblasto formado em
especial pelo sinciociotrofoblasto (SIN) que estd em contato com o0 sangue materno,
representa a camada crucial para proteger o feto contra patégenos e pela realizacéo da
troca de gases e nutrientes. Os capilares fetais estao localizados dentro das vilosidades.
As células do citotrofoblasto que entram em contato com a decidua se diferenciam em
trofoblastos extravilosos, estes por sua vez, sdo responsaveis pela ancoragem da
placenta no Utero e invadem o0s vasos uterinos remodelando-os para permitir que o
sangue materno flua para dentro dos espacos interviloso. E o Ultimo esquema a direita,
representa a composicao da vilosidade fetal, esta € composta por células do epitélio
trofoblasto composto pelo cito e sinciciotrofoblasto, células endoteliais fetais, sangue
fetal, e células de defesa, macréfagos, que sdo conhecidos como células de Hofbauer.
Fonte: Adaptado de: Zeldovich et al. e Coyne et al. Nature (2016).

Uma das funcdes da placenta é de protecdo contra agentes infecciosos
externos. Considera-se que ela constitua barreira anatdmica e imunologica entre
a mae e feto; as células de Hofbauer sdo macréfagos localizados no estroma
das vilosidades coriais e funcionam como “6rgao” inespecifico de defesa. Os

patdogenos que atingem as vilosidades e sobrevivem nestas células, podem

atingir o feto e desencadear infeccéo (55).
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Alguns mecanismos recentemente descritos apontam a placenta como
um mediador significativo de defesa antimicrobiana, que diferem das teorias
prévias onde a gravidez era vista como um estado imunossupressor para
prevenir a rejeicao fetal semialogéneica (56,57). Ainda ha muito a se estudar
sobre os diversos mecanismos que a placenta mantém para limitar e prevenir a

disseminag&o de microorganismos para o feto.

O exame anatomo-patologico da placenta € importante para a
identificacdo de qualquer tipo de evento indesejavel ocorrido durante a gestacéo,
funcionando como um diario da vida intra-uterina. Assim, é uma ferramenta de
facil acesso que reflete as condi¢des do feto durante a seu periodo intrauterino
e é capaz de fornecer provas diretas de diversas condi¢des patoldgicas, entre
elas, as infec¢Bes congénitas, permitindo o diagndstico precoce das infecgcdes
intrauterinas suspeitas ou nao, seja do tipo ascendente ou hematogénica, nos
casos de aborto, natimorto, neomorto ou de recém-nascido

oligossintomatico/assintomético (54).

As infeccbes hematogénicas sdo causadas por qualquer
microorganismos que atinja a circulacdo materna, sendo os virus, o agente
etioldgico mais frequentemente observado nas placentites hematogénicas (46).
A resposta placentaria as diferentes infeccdes virais € variada e o exame
macroscopico pode ser inalterado, ou apresentar placentas pequenas para a
idade gestacional ou alteracdes expressivas como hidropisia placentaria com
acentuada palidez e friabilidade da face materna. Os casos de hidropisia
placentaria sdo observados principalmente nos casos de infeccdo por CMV,

sifilis e toxoplasmose (58).
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O achado microscépico caracteristico da placentite hematogénica é a
vilosite caracterizada, morfologicamente, pela presenca de infiltrado inflamatorio
do tipo croénico e/ou agudo no estroma viloso podendo estar acompanhado de
necrose do revestimento trofobldstico. As vilosites sdo classificadas
histologicamente como: proliferativa (vilosidades com infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear sem necrose); nhecrética (quando ha
associacao de necrose e inflamagé&o) e reparativa ou cicatrical (vilosidades com
tecido de granulacdo e/ou proliferacéo fibroblastica, resultando em vilosidades

fibrosadas) (50).

Dependendo da extenséo, as vilosites podem se apresentar de modo
focal, multifocal ou difusa. Outras vezes, estdo restritas a decidua e as
vilosidades basais. Em alguns casos de vilosite difusa em que h& acentuada
atividade da doenca, observa-se vilosite granulomatosa e microabscessos
vilosos, este ultimo sendo caracteristico da infeccéo por Listeria monocytogenes

(50).

Na maioria dos casos de placentite hematogénica de etiologia
indeterminada ou naqueles de etiologia viral especifica como CMV, Rubéola e
Herpes simples observa-se, concomitantemente, lesbes cronicas (vilosite
cicatricial) ao lado de lesdes ativas (vilosite proliferativa e/ou necrética), visto que
0 comprometimento placentario pelo microorganismo ocorre durante toda a

gestacao (54).

Além da vilostite, € comum observar nas placentites hematogénicas do
grupo STORCH, focos de vasculite necrética com ou sem mineralizagdo
distréfica da parede vascular, fibrose perivascular com obstrucdo luminal dos

vasos vilosos e retardo do amadurecimento e/ou edema viloso difuso (50,54).
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Apesar da evidéncia de transmisséo vertical do virus da dengue e/ou
possiveis complicagBes nessas gestacdes, tais como aborto, trabalho de parto
prematuro, morte intrauterina e sofrimento fetal agudo (59-61), existem poucos
relatos na literatura sobre as alteragBes placentarias nos casos de infeccdo
materna por Dengue.

O estudo do grupo de pesquisadores da Universidade Federal
Fluminense (Niteroi — RJ) envolvendo 28 placentas e em 7 produtos de
abortamento de mulheres infectadas pelo virus da Dengue, observou deciduite
(40%), coriodeciduite (37%), intervilosite e vilosite (28,5%), além de alteracdes
hipoxicas referidas pelos autores como edema estromal, aumento de nés
sinciciais e corioangiose (59).

Na maioria dos casos de placentite hematogénica ndo € possivel a
deteccdo de agente etioldgico especifico com o exame de rotina (coloracao de
HE). Ocasionalmente, identificam-se inclusGes virais caracteristicas como
aquelas do CMV, parvovirus B-19 e herpes-virus. E necessario o uso de outras
técnicas diagndsticas complementares ao exame histopatolégico tradicional, que
sao: sorologia materna e/ou fetal, cultura, microscopia eletronica, deteccéo de
particulas virais por PCR, imunohistoquimica e hibridizag&o in situ, que permitem
a presenca viral, localizagdo do agente infectante e consequente avaliacdo da
extensdo da lesdo e possibilidade de melhor compreensdo do mecanismo

fisiopatolégico da leséo viral (54).
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3. Justificativa

A sindrome congénita do ZIKV e, principalmente, as manifestacfes
neurologicas a ela relacionada é recente, necessitando de entendimento e, se
constitui num quadro complexo, que levou o pais a decretar situacdo de
emergéncia em saude publica de importancia nacional. Varios aspectos sao
completamente novos, incluindo a presenca do virus nas Américas e sua rapida

expansao.

A perfeita compreensdo dos varios fatores necessérios para o
enfrentamento da epidemia exige um esforco amplo, solidario, coletivo e
continuado de investigacdo cientifica para esclarecer varios aspectos da
infeccdo pelo virus. Nesse sentido, devemos considerar esse problema de saude
publica como um dos maiores j4 enfrentados pela nacdo depois da febre
espanhola e da epidemia da rubéola que assolou o mundo em meados do século
passado. Até o0 momento, as informac¢fes obtidas pela comunidade cientifica
sugerem pontos cruciais para o entendimento da doenca, mas ainda s&o

correlacdes e necessitam de confirmagao.

Portanto, o conhecimento cientifico adquirido no presente trabalho, além
do fator ineditismo podera contribuir para o desenvolvimento de técnicas de
confirmacédo diagnostica e melhor compreensdo da patogénese da sindrome
congénita do ZIKV, tendo como base o estudo da morfologia placentaria nos

casos de infec¢cdo materna por ZIKV.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Identificar a presenca do ZIKV através da técnica de RT-gPCR e
descrever as alteracdes morfoldgicas placentarias associadas ao diagnostico de

ZIKV durante a gestacao.

4.2 Objetivos Especificos

o Identificar a presenca do ZIKV nas placentas de gestantes com
diagndstico molecular de infec¢édo por ZIKV durante a gravidez;

o Descrever as alteracdes morfolégicas em histologia convencional das
placentas com diagnostico confirmado por RT- gPCR para ZIKV durante
a gestacéao;

o Correlacionar os achados de ZIKV na placenta com o periodo gestacional

em que ocorreu a infec¢cdo e com os dados clinicos.
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5. Metodologia

5.1Local do Estudo

O estudo molecular foi realizado no Laboratoério de Alta Complexidade,
engquanto o estudo histopatolégico foi realizado no Departamento de Anatomia
Patoldgica e Citoldgica situados no Instituto Nacional de Saude da Mulher, da
Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira — Fiocruz, no Rio de Janeiro,

capital.

5.2 Desenho de estudo

Foi realizado um estudo transversal descritivo dos casos de gestantes
que realizaram o parto no IFF e tiveram suspeitas clinicas de infeccao por ZIKV

no periodo de abril de 2016 a janeiro de 2017.

5.3 Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto faz parte de um projeto guarda-chuva, intitulado “Exposicéo
Vertical ao Zika Virus e suas consequéncias no neurodesenvolvimento da
crianca”, o qual ja foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes
Figueira, em 01/03/2016 (CAAE:52675616.0.0000.5269). O projeto foi financiado

pela FAPERJ Rede 4-Zika.
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5.4 Critérios de inclusao

Gestantes com suspeita clinica de infeccdo por ZIKV ou cujos neonatos
apresentaram caracteristicas da sindrome congénita do ZIKV foram incluidas
inicialmente no nosso estudo. Caso apresentassem positividade pela técnica
molecular RT-gPCR para pesquisa de particula viral do ZIKV em amostras de
sangue e urina materna, liquido amnidtico, tecido placentério, sangue de cordado
umbilical, liguor e urina da crianga eram permanecidas no estudo. Essas
pacientes foram convidadas a participar da pesquisa e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ver Apéndice I).

5.5 Critérios de exclusao

Os critério de exclusdo foram: gestantes com sorologia positiva para
infeccbes do grupo STORCH; gestantes cujos fetos ou neonatos apresentaram
microcefalia de origem genética ou outras doencas genéticas associadas;
gestantes sem comprovacao da infeccao por ZIKV por técnicas moleculares.
Também foram excluidas do estudo placentas de casos provenientes de aborto
espontaneo com idade gestacional menor que 20 semanas, como descrito no

fluxograma representado pela figura 3.
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5.6 Fluxograma

89 placentas de mulheres
com suspeitas de infeccdo por
ZIKV

23 casos por falta de
» | comprovagdo da infeccdo
ZIKV pela técnica RT-gPCR

L

b6 placentas

4 casos que apresentaram
" | co-infecgdo (STORCH)

T

62 placentas

1 «caso que apresentou
1 Sindrome Genética (Turner)

61 placentas

1 caso de aborto

L

60 placentas analisadas

Figura 4. Fluxograma da metodologia do estudo.

5.7 Anédlise histopatolégica da placenta

As placentas foram enviadas a fresco ao DAPC, sendo conservadas por
até 48h em geladeira. Foram descritas, pesadas e fotografadas de acordo com
a rotina de analise da placenta. Em seguida, foram fixadas por no maximo 30h
em formol tamponado e clivados cinco ou mais fragmentos da placa corial
(incluindo a regido da insercédo), dois ou mais fragmentos do corddo umbilical e
um ou dois fragmentos das membranas. Apds o processamento de rotina, o
material foi emblocado em parafina, cortado com 4um de espessura e corado

em H&E (Hematoxilina e Eosina). Apdés a coloracédo, as laminas foram montadas
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em balsamo do Canada e cobertas por laminulas de vidro. Apds a secagem, as

laminas foram analisadas no microscopio éptico.

5.8 Coleta de dados clinicos

Os dados das pacientes incluidas no estudo foram coletados através da
pesquisa ao prontuario disponivel no Departamento de Arquivos do hospital.
Informacdes como: idade da mae, checagem de sorologia positiva para
infeccbes do grupo STORCH, resultados de exames de ultrassom do recém-
nascido, pesquisa de particula viral de ZIKV por PCR em sangue e urina
maternos e liquido amniotico, data de nascimento do recém-nascido, checagem
da declaracdo de nascido vivo e idade gestacional do nascimento. Ja as
informacdes a respeito da infeccdo por ZIKV também foram coletadas, pela
consulta na ficha de dados sobre “Exposi¢cao Vertical ao Zika Virus” coletado
pela equipe do DIPe (Enfermaria de Doencas Infectos Parasitarias). Esses
dados foram obtidos no momento em que a gestante teve uma suspeita de

infeccdo por ZIKV (ver Apéndice ).

5.9Extracdo do RNA viral

As amostras de placentas advindas das pacientas foram processadas
para extracdo de acidos nucléicos. No primeiro momento, foi realizada
mecanicamente a homogeneizacdo da amostra. Em seguida, a extracdo foi
realizada através da utilizacao do reagente comercial Brazol (LGC Biotecnologia)
de acordo com as instru¢cdes do fabricante, que consiste basicamente nos

seguintes procedimentos: 300 ul (amostras liquidas) ou 50-100 mg de tecido
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mecanicamente homogeneizado foram misturados a 1 mL de Brazol com 250 pl
de cloroférmio e encaminhadas para a centrifugacao (12000g; 4°C, 20min). Em
seguida, o sobrenadante foi transferido para novos tubos contendo 500 pl de
isopropanol e centrifugadas novamente (12000g; 4°C, 15min). Desta vez, o
sobrenadante é descartado e o pallet formado é lavado com 500 pl de etanol a
70% e centrifugado (12000g; 4°C, 10min). Por fim, foram adicionados 50ul de

agua de injecao para eluicdo do RNA.

A concentracdo de RNA foi estimada por ultravioleta (UV) pela
espectrofotometria a 260 nm (1000 Nanodrop, ThermoScientific, EUA). O RNA

extraido foi armazenado no freezer -80°C até o momento da utilizacao.

510  RT-gPCR

A detecgdo do RNA do ZIKV provenientes das amostras, foi avaliado
através das técnicas de transcricdo reversa seguida de tempo-real quantitativo
(JPCR). Os cDNAs obtidos pela RT-PCR foram usados como moldes nas

reacoes de PCR em tempo real, em ensaios Tagman.

Areacédo de qPCR foi seguida da sintese das fitas de cDNA foi realizada
através da utilizacdo do kit comercial kit Probe One- Step RT-gPCR (LGC
Biotecnologia), conforme recomendagbes do fabricante. Foram utilizados
primers especificos para elaboragdo da primeira fita de cDNA, conforme listado

abaixo (21):

1. ZIKV1086: 5CCGCTGCCCAACACAAGSI;
2. ZIKV1162c: 5CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT3
3. ZIKV1107FAM: 5’AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAZ’
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A retrotranscricao seguida da amplificacao de fragmentos do genoma do
ZIKV foram realizadas em um volume total de 25 pl, que consiste em 1ug de
RNA presente na amostra de tecido, 1U de Enzima One Step RT-qPCR, Set de
Primers Sonda BR ZIKV (0,8uM), Set de Primers e Sonda Controle Interno (0,2
pM), Corante Rox (30Nm) e Tampao de reagdo RT-qPCR 2X (12,5 ul) (LGC

Biotecnologia).

A amplificacao foi realizada no Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time
PCR incluindo as seguintes condi¢des das reac¢des de retrotranscri¢cao: 55°C por
30 min (etapa de transcricdo reversa), 95°C por 30s 1x, e 40 ciclos com as
seguintes condi¢des: 95°C por 10s, 55°C por 15s e 68°C por 45s. As amostras
foram analisadas em triplicata. Como controle foi utilizado o RNA viral (controle
positivo), amostras sem DNA (controle negativo) e o Set Controle Interno BR

ZIKV (Rnase P) (LGC Biotecnologia).

O valor limiar de ciclo (Ct) indica a quantidade de gene alvo em que a
fluorescéncia excede um limiar predeterminado. Este limite foi definido como 20
vezes 0 desvio padrdo do sinal fluorescente da linha de base, isto é, o sinal
fluorescente normalizado dos primeiros ciclos de PCR. Depois de atingir o limiar,
a amostra sera considerada positiva e amplificacdo acima de 38 ciclos foram

consideradas como negativas.

5.11 Amostras clinicas para o diagnéstico de ZIKV

Nesse estudo, foram analisadas amostras de placentas de pacientes
atendidas no hospital IFF com suspeita de infec¢ao por ZIKV, ou cujos neonatos

apresentaram positividade para ZIKV em seus fluidos biolégicos. As placentas
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foram obtidas e encaminhadas para o Departamento de Anatomia Patoldgica e
Citopatologia (DAPC). Posteriormente, uma amostra da placenta, cerca de 50-
100 mg, dessas placentas foi colhida, armazenada com 500 pl de reagente
Brazol e acondicionadas em nitrogénio liquido até serem processadas pelas

técnicas moleculares, conforme descrito a seguir.

5.12 Analise estatistica

Na analise descritiva, foram  apresentados os valores
meédios e respectivos desvios padrbes para as variaveis continuas com
distribuicdo Normal. Para as variaveis continuas sem distribuicdo Normal, foram
apresentados os valores medianos, minimos e maximos. A suposicdo de
normalidade foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. As variaveis
categoricas foram descritas através de frequéncias absolutas e percentuais.
Para medir a associacao entre variaveis categoricas, foram utilizados os testes
qui-guadrado de Pearson ou o teste exato de Fisher e nos casos em que se
observou pelo menos uma frequéncia esperada menor do que 5. Na comparacéao
das medidas continuas entre dois grupos, foram aplicados os testes t de Student
ou o teste de Mann-Whitney, para variaveis com e sem distribuicdo Normal,
respectivamente. As analises foram conduzidas utilizando o programa SPSS

versao 22, considerando um nivel de significancia de 5%.



39

6. Resultados

A amostra estudada neste trabalho foi composta por 60 placentas de
gestantes com infeccado confirmada por ZIKV na gestacdo. A primeira tabela
mostra que a idade das gestantes incluidas no estudo esta compreendida no
intervalo de 15 e 54 anos. O principal sintoma clinico reportado pelas mulheres
incluidas nesse estudo foi a lesdo exantematica cutanea, relatado em 78% dos
casos. O tipo de parto mais frequente na populacéo estudada foi a cesariana,
ocorrendo em 63% dos casos. O valor da mediana da idade gestacional no
momento do parto no grupo dos nativivos foi de 37,5 semanas. Na nossa
populacdo estudada, 5 casos foram de natimortos com a mediana da idade
gestacional ao nascimento de 39,5 semanas. Nao houve diferenca na

distribuicdo dos casos em relag&o ao sexo das criangas. (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas demogréficas

Nimero de casos (%) Mediana (Faixa)
Idade da mae (anos) 60 (100) 30 (15-54)
Les&o Exantemética 47 (78)
Assintomética 6 (10)
Sem Informacgédo 3(5)
Cesérea 38 (63)
Normal 22 (37)
Idade gestacional do 60 (100) 37,5 (31-41)
nascimento (semanas)
Natimorto 5(8) 39,5 (33-40)
Nascido vivo 55 (92) 37,5 (31-41)
Masculino 31(52)
Feminino 29 (48)

Total 60 (100)
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O estudo anatomo-patolégico das placentas de mulheres com infecgéo
por ZIKV durante a gestacdo nao revelou alteragbes macroscopicas
significativas (dados ndo mostrados). A avaliacdo microscopica das placentas
realizada em laminas coradas com HE, mostrou, na maioria dos casos, placentite
hematogénica cicatricial, representada por vilosite cronica em 92% dos casos
(figura 4A), 33% apresentaram vilosite necrotizante (figura 4B) e 32% vilosite
proliferativa (figura 4C), como também apresentado na tabela 3. Em relacéo a
distribuicdo das vilosites, observamos predominio do padrdo multifocal em 82%
dos casos, seguido do focal em 13% das placentas analisadas e somente em

3% delas foi identificado o padréo difuso (Tabela 3).

As alteragfes do SNC associadas aos diferentes momentos de exposi¢cao
a infeccdo pelo ZIKV durante o periodo gestacional estdo demonstradas na
tabela 2. A maior incidéncia de alteracdes no SNC foi observada nos casos onde
a exposicao ao ZIKV ocorreu no primeiro trimestre gestacional, alcancando 64%
dos casos estudados, sendo significativamente diferente do segundo e terceiro
trimestre (p-valor <0,05, teste qui-quadrado). JA no segundo trimestre, 21
gestantes foram infectadas e apenas 4 mulheres (19%) tiveram criangcas com
alteracdes no sistema nervoso central. Nao houve nenhum caso de alteracdo do
SNC evidente, seja nos exames de ultrassom e clinico, nos neonatos cujas maes
foram expostas ao ZIKV no terceiro trimestre. Dentre as 6 gestantes
asssintomaticas, onde o momento da infec¢do nédo foi possivel ser determinado,
5 neonatos (83%) apresentaram alteragdes no SNC. No total, foram identificados

26 casos (43%) de neonatos com alteracbes no SNC (Tabela 2).

Em seguida, realizamos o RT-gPCR para determinar a presenca do ZIKV

no tecido placentéario. Ainda na tabela 2, observa-se a presenca da particula do
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ZIKV em 37% das placentas examinadas, totalizando 22 placentas positivas. Em
relacdo ao momento da infec¢do, a deteccdo do material genético viral nas
placentas foi demonstrada em 23% dos casos em que a infeccdo ocorreu no
primeiro trimestre, 24% no segundo trimestre e 62% no terceiro trimestre, sendo
este ultimo significativamente diferente do primeiro e segundo trimestre (p-

valor<0,005, teste qui-quadrado).

O exame de fundo de olho foi realizado em 53 neonatos da populagéo
estudada. Desse total, 16 neonatos (27%) apresentaram alteracdes no resultado
do exame. Levando-se em conta o0 momento da infeccdo, 11 neonatos e 2
neonatos apresentaram alteragdes oculares quando a infecgéao por ZIKV ocorreu
no primeiro e segundo trimestres de gestacao, respectivamente. Ndo houve
nenhum caso reportado de neonato com alteracdes oculares nas infeccdes
ocorridas no 3° trimestre. Nos 6 casos de gestantes assintoméaticas, 3 neonatos
apresentaram alteracdo no exame de fundo de olho (Tabela 2). Os achados
oculares mais observados foram: alteracéo no nervo 6ptico em 14 casos, sendo
7 casos de hipoplasia e 6 casos com palidez do nervo 6ptico. Alteracdes na retina
também foram relatadas em 12 casos, por vezes associadas as alteracdes no
nervo 6ptico. Observou-se ainda pigmentacdo na retina em 8 casos, atrofia
coriorretiniana em 5 casos e hemorragia na retina em 2 casos (dados néo

mostrados).
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Tabela 2 — Pesquisa de particula viral na placenta e incidéncia de altera¢cdes no SNC e
oculares associadas a exposicdo ao ZIKV durante a gestacao.

Com Alteracéo no Fundo de Olho PCR + Placenta
Total (%)
SNC (%) Alterado (%) (%)
Momento da infeccdo

1° Trimestre 22 (37) 14 (64)*** 11 (50) 5 (23)

2° Trimestre 21 (35) 4 (19) 2(9 5 (24)

3° Trimestre 8 (13) 0 0 5 (62)***

Assintomatica 6 (10) 5 (83) 3 (50) 6 (100)

Sem informagéo 3(5) 3 (100) 0 (0) 1(33)
Total 60 (100) 26 (43) 16 (27) 22 (37)

***n.valor=0,000

Na nossa casuistica, a microcefalia foi a alteracdo do SNC mais frequente,
sendo observada em 16 casos (27%). Quando comparada a microcefalia com
idade gestacional no momento da infeccdo, notamos dez casos no primeiro
trimentre, somente um caso no segundo trimeste e nenhum caso no terceiro
trimestre. Das seis gestantes assintomaticas, apenas duas apresentaram
microcefalia. Outra alteracao que também foi observada em 7 (11%) casos foi a
ventriculomegalia com acentuada atrofia parenquimatosa. Entre os 26 casos de
alteracdo do SNC, nove (35%) apresentaram artrogripose (dados néo

mostrados).

N&ao foi possivel ter acesso as informacdes clinicas do pré-natal em 3
casos em que 0s neonatos eram portadores de alteracbes do SNC fortemente
sugestivas de sindrome congénita do ZIKV e tiveram positividade para pesquisa
de particula viral na placenta (1 caso) e em 6rgaos fetais, principalmente no SNC

(2 casos).
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Figura 5: Aspectos histoldgicos das placentas: (A) Vilosite cronica: Vilosite com discreto infiltrado
de células inflamatérias mononucleares e fibrose estromal. (B) Vilosite Proliferativa — Vilosidade
com células inflamatéras mononucleares no estroma. (C) Vilosite Necrotizante — Vilosidades
aglomeradas com necrose trofoblastica em meio a células inflamatorias predominantemente
mononucleares. (D) Fibrose estromal (seta azul) e espessamento da parede do vaso da
vilosidade intermediaria (seta preta). (E) Decidua normal, placenta sem infec¢éo por ZIKV. (F)
Deciduite cronica: leve infiltrado inflamatério de linfcitos e células plasmaticas na placa basal.



44

7

Quando o estroma € avaliado, a alteragdo mais frequentemente
observada foi a presenca de fibrose em 93% dos casos (figura 4A), seguida de
alteragbes vasculares em vilosidades de meédio calibre com parede vascular
espessada exibindo hiperplasia fiboromuscular concéntrica perivascular em 82%
dos casos (figura 4D). Outro achado frequente foi a calcificacdo distrofica
estromal (73%). Também foi identificada vasculite em atividade com ou sem
necrose do endotélio em vasos do cérion e vasos vilosos em 10% e 23% dos

casos, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia das alteragfes histopatoldgicas correlacionadas com alteracdes
no SNC e PCR positivo na placenta

Alteracbes

0 0, 0,
histopatolégicas (%) Alteracdes no SNC (%) PCR+Placenta(%)
Tipos de Vilosites
Cronica 55(92) 24 (44) 21 (38)
Necrotizante 20 (33) 10 (50) 7 (35)
Proliferativa 19 (32) 9 (47) 8 (42)
Distribuicdo das
Vilosites
Focal 8 (13) 2(83) 6 (75)
Multifocal 49 (82) 23 (47) 15 (31)
Difusa 2(3) 1 (50) 1 (50)
EstromaEstroma
Fibrose 56 (93) 25 (45) 21 (37)
Calcificacao 44 (73) 17(39) 17 (39)
Lesdes Vasculares
HF 49 (82) 23 (47) 19 (39)
Vasculite 14 (23) 5 (36) 5 (36)
Vasculite Necrética 6 (10) 2 (10) 2 (10)
Decidua
Deciduite Crbnica 42 (70) 14 (33) 17 (40)
Sem Alteracédo 18 (30) 11 (62)** 5(28)
Total 60 (100) 25 (42) 22 (37)

**p-valor = 0,021
HF: Hiperplasia Fibromuscular
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A deciduite crénica basal leve (figura 4F) foi observada em 70% dos casos
e decidua sem alteracdo, por sua vez, apresentou valor diferente
significativamente, quando associada com alteragdes no SNC (p-valor= 0,021).
A figura 5 representa a variagcao da chance de ter alteragdo no SNC em funcao
do Ct, discriminada por decidua normal e alterada fixadas em infec¢cdo no
primeiro trimestre gestacional. A partir do grafico é possivel verificar que em Ct
abaixo de 26 a chance de desenvolvimento de alteracdes do SNC é cerca de 7
vezes maior quando a decidua ndo apresenta alteracdo histopatoldgica e a

infeccdo ocorreu no primeiro trimestre gestacional (figura 4E).
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Figura 6: Alta carga viral relativa na decidua normal aumenta a chance de apresentar
alterac6es no SNC quando a infec¢do por ZIKV ocorre no primeiro trimestre gestacional.
O eixo X é representado pelo nimero de chance de alteragdes no SNC, enquanto no
eixo Y estdo os valores de Ct que sdo relacionados inversamente com a carga viral
relativa. De acordo com o gréafico, quando a decidua esta alterada e o Ct baixo
(representada pela linha tracejada) a chance de ter alteragcbes no SNC é 7x menor
guando comparada com a decidua normal e o Ct baixo (representada pela linha
continua).
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7. Discussao

As infeccBes mais conhecidas e observadas nas placentas sdo aquelas
do grupo STORCH que sao capazes de causar anomalias fetais. Neste contexto
as evidéncias apontam que o ZIKV deve ser considerado um novo membro da
familia STORCH e o fenétipo tipico resultante dessa infec¢cdo permite sugerir o

termo “Sequéncia de disrupcao do cérebro de embrido e fetos pelo ZIKV” (8,45).

Estudos sobre a fisiopatologia da infeccdo materna por ZIKV e suas
consequéncias para o feto sdo de extrema importancia para melhor elucidar o
mecanismo pelo qual o ZIKV atua para acessar o feto, sendo necessario um
namero de casos razoaveis para estabelecer associacfes relevantes. Até o
momento, 0 nNosso estudo possui a maior casuistica representada por 60
placentas de pacientes com confirmacdo de infeccdo pelo ZIKV durante o
periodo gestacional, sendo 48 placentas do terceiro trimestre de gestacdo a

termo e 12 placentas do terceiro trimestre pré-termo.

Da mesma forma como ocorre em outras infecgcbes congénitas, o
momento da infeccdo esta intimamente relacionado com a gravidade das
complicagbes que podem ocorrer, principalmente com as alteragcbes no SNC
(1,6,62—64). Quando ocorre no primeiro trimestre gestacional, o dano gerado é
estruturalmente mais severo, pois ele ataca as células progenitoras de neurdnios
que estavam em estagios iniciais de desenvolvimento, como demonstrado no
estudo em modelos experimentais (65). O nosso estudo revelou maior
frequéncia de alterac6es no SNC (64%) quando a infecgcéo por ZIKV ocorreu no

primeiro trimestre corroborando com os achados da literatura.
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N&o héa duvidas que o ZIKV tem a capacidade de ultrapassar a barreira
placentaria, acessar o compartimento fetal e causar danos neurolégicos
(1,62,63,66). A infeccdo do tecido placentério, ja descrita na literatura, foi mais
uma vez confirmada com o nosso estudo, sendo possivel detectar o RNA do
ZIKV em 22 placentas das 60 analisadas, correspondendo a 37% das amostras
incluidas. Nesse grupo estudado, foi observada associacdo entre a infecgcdo
materna por ZIKV e presenca de microcefalia nos neonatos, demonstrada pelos
testes estatisticos com resultados extremamente significativos (p-valor< 0,005),
sendo o tipo de anomalia do SNC mais frequentemente relatada (27% dos

casos).

Sabe-se que o ZIKV possui um neurotropismo, porém o mecanismo pelo
qual o virus consegue ultrapassar a barreira fisica e imunolégica da placenta,
ainda é desconhecido. Uma das hipéteses apresentada por diferentes grupos
(1,62,67—70) sugere que 0s virus responsaveis por infec¢cdes congénitas, a partir
do sangue materno do espaco interviloso, conseguem ultrapassar a barreira
placentéria representada pelas células trofobléasticas e atingir o vaso fetal
intraviloso. No caso do ZIKV, foram demonstrados por IHQ, a presenca de
particulas virais nas células de defesa da vilosidade, conhecidas como células
de Hofbauer. Essas células sdo de origem fetal (71), possuem a habilidade de
migrar, principalmente, por areas que possuem contato com epitélio trofoblastico
e vasos do feto. Bhatnagar e colaboradores, sugeriram que o ZIKV possui
mecanismo de evasao do sistema imunoldgico e as células de Hofbauer acabam
sendo responsaveis pela migracéo e disseminacao viral facilitando o seu acesso
ao compartimento fetal (68). Um estudo de infec¢do experimental in vitro também

demonstra que além do virus infectar essas células de defesas da placenta,
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utilizam essas células como reservatorios virais (72). O nosso estudo sugeriu,
através da demonstracdo da potencial replicacdo viral em tecido placentario
proveniente de casos infectados naturalmente, uma vez que detectamos, em
nossa populacdo, casos com Ct variando de 25-34, abaixo da média de Ct 28-
34 encontrados em amostras de sangue materno (dados do Laboratorio de Alta

Complexidade).

Assim como Bhatnagar e cols descrevem em seu estudo, também
ressaltamos que a detec¢do do RNA do ZIKV realizada pela técnica de RT-gPCR
nao é conclusiva a ponto de distinguir se o virus esta presente no compartimento
materno da placenta (decidua e/ou espaco interviloso) ou no compartimento
fetal (vilosidades) (68). Dessa forma, como parte desse estudo, foram testados
0s anticorpos 6B6C e o monoclonal anti-flavivirus 4G2, que reconhecem
antigenos comuns de flavivirus, como estratégia de imunolocalizacao viral no
tecido placentario. Nossos testes, utilizando amostras de placentas anteriores ao
surto de ZIKV como controles negativos e placentas PCR positivos para ZIKV
como controles positivos, demonstraram que ambos o0s anticorpos né&o

apresentam marcacao especifica para o ZIKV (dados ndo mostrados).

Portanto, visando melhor compreensao da patogénese da infeccao pelo
ZIKV na gestagao e as anomalias congénitas observadas nos fetos, os estudos
de tecido placentario em casos de infeccao por ZIKV tem focado na pesquisa de
particula viral por PCR, mas também por IHQ e HIS com a finalidade de
demonstrar a presenca e localizacdo viral, sua quantidade no tecido, e,
principalmente, determinar quais tipos celulares maternos e fetais apresentam
suscetibilidade a infeccdo e potencialmente poderiam atuar como barreiras

imunologicas ou reservatorios para a proliferacdo do ZIKV (62,68,71).
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No estudo in vitro do Sheridan e seu grupo, demonstrou que a placenta
no inicio da gravidez é de 10 a 30 vezes mais susceptivel a infec¢édo por ZIKV,
pelo fato de possuir mais genes que expressam grandes quantidades de
receptores virais, 0s quais 0s virus sdo capazes de se ligar quando infectam a
célula. Esses receptores, por sua vez, ndo estdo em quantidades representativas
nas placentas a termo, a qual se tem acesso no momento do nascimento, e
assim oferecem um menor risco de transmissao do ZIKV para o feto (73).
Corroborando com esses achados, nosso estudo observou incidéncia de 64%
de anomalias do SNC e oculares na prole de gestantes cuja infeccao por ZIKV
ocorreu no 1° trimestre da gravidez. Por outro lado, nossos achados estdo em
acordo com o estudo realizado na Colémbia, onde gestantes infectadas no
terceiro trimestre gestacional também ndo apresentaram alteracdo no SNC em

seus neonatos (74).

Placentas provenientes de gestantes infectadas por microorganismos do
grupo STORCH, podem apresentar macroscopicamente, hidropisia (acumulo
anormal de liquido) e consequente palidez da face materna, bordas irregulares
e hipotransparéncia da membrana da face fetal (58). Apesar de alguns relatos
de hidropisia fetal e edema viloso em placentas com infecg&o congénita por ZIKV
(63,71,75) ndo evidenciamos hidropisia placentaria e/ou edema viloso neste
estudo e, no geral, as placentas infectadas com ZIKV n&do apresentaram

alteracdes macroscopicas relevantes.

A caracteristica histopatologica das infeccfes hematogénicas no tecido
placentario é a vilosite, ou seja, inflamacdo das vilosidades placentarias. A
maioria das infec¢cdes hematogénicas € de etiologia indeterminada (identificada

como resposta inflamatoria materna a agente infeccioso néo identificado) (58).
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O exame microscopico das placentas infectadas do grupo STORCH apresenta
vilosite dos tipos necroética e/ou proliferativa (doenga em atividade) e cicatricial
(doenga crénica) que sao faceis de serem identificadas e podem coexistir
concomitantemente, em proporc¢des variaveis e, no geral, tém distribuicdo difusa,
na dependéncia do momento da infeccao, viruléncia do microorganismo e da
capacidade imunolégica materno-fetal (54). Em nosso estudo, as alteragcfes
histopatoldégicas das placentas infectadas com ZIKV mostrou algumas
caracteristicas semelhantes as lesdes cronicas das placentites do grupo
STORCH com predominio de vilosite do tipo cicatricial (92% dos casos),
caracterizada por fibrose estromal, calcificacao vilosa e hipertrofia fioromuscular
concéntrica da parede dos vasos vilosos das vilosidades de médio calibre com
luz obstruida ou estreitada. Somente em um terco das placentas foi identificado
vilosite proliferativa/necrética. O padrao de distribuicdo focal e multifocal de
vilosite predominou em nosso estudo, e raros casos apresentaram padrao difuso
que é o mais frequentemente observado nos casos de placentite hematogénica

do grupo STORCH, principalmente, nos casos associados a anomalias fetais.

Apesar das importantes lesfes destrutivas do SNC caracteristicas da
sindrome congénita do ZIKV, foi observada em nosso estudo, vilosite cronica,
proliferativa e necrética em 44%, 47% e 50% dos casos com altera¢des no SNC,
respectivamente. Uma possivel explicacdo para este fato é que o ZIKV infecta a
placenta, atinge os vasos fetais com resposta inflamatoria leve nas vilosidades
placentarias e atinge as visceras fetais com especial tropismo para o sistema

nervoso central, podendo causar extensas lesdes destrutivas (76).

Em nosso estudo, néo foi observada nenhuma alteracado patognomonica

associada a infeccao por ZIKV ou mesmo um efeito citopético caracteristico da
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presenca do virus na coloracdo pelo H&E, diferentemente das alteracdes
histopatolégicas caracteristicas de alguns agentes do grupo STORCH e
infecgdes virais relacionadas, tais como a célula citomegalica do CMV, os cistos
ricos em amashigotas da Toxoplasmose e as inclusdes intranucleares do

parvovirus e do virus herpes simplex (50,54).

Ribeiro e seu grupo descreveram as alteracGes histopatoldgicas em
placentas e produto de abortamento em casos de infec¢éo pelo virus da Dengue
e observaram frequéncias variadas de deciduite, intervilosite, vilosite focal e
multifocal, vilosite necrotizante e vilosite proliferativa, além de alteracGes
hipéxicas. O total das vilosites representou 28,5% dos casos, considerado
relativamente baixo quando comparado com os resultados da IHQ para pesquisa
de antigeno viral que foi positiva em 92% dos casos (59). Quando comparamos
com 0S nossos achados, vemos que as alteracGes inflamatérias sao
semelhantes nas duas arboviroses, no entanto a frequéncia de Vvilosites
encontradas nos casos de infeccdo por ZIKV sdo maiores quando comparadas
com a infeccdo da DENV. Esse dado sugere que o ZIKV possui um tropismo
aumentado ndo somente para células nervosas, mas também para o tecido
placentario, contribuindo para o processo de transmissao vertical.

Poucos autores descreveram o0s achados histopatolégicos nas
placentas com suspeita clinica e/ou diagndstico confirmado de infec¢do por
ZIKV. Noronha e colaboradores observaram placentite crénica nas placentas de
casos infectados por ZIKV, semelhante ao padrdo STORCH, com vilosite crénica
e intervilosite histiocitica, lesdo vascular, edema e fibrose estromal, hiperplasia
em células de Hofbauer e lesbes do epitélio trofoblastico, espessamento da

membrana basal trofoblastica e leve deciduite crénica linfocitica em duas
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placentas, uma do 2° trimestre e outra do 3° trimestre de gestagéo (62). Em uma
série de 5 casos de infeccao por ZIKV na gestacao, composta por dois abortos
e trés neomortos, Martines e cols detectaram em apenas uma das placentas,
também do 3° trimestre, intervilosite crénica histiocitica focal, calcificacdo densa
e heterogénea das vilosidades, além de fibrose e edema estromal. Nessa
placenta foi ainda identificada a presenca de antigenos virais nas células de
Hofbauer através de técnicas de IHQ (64) .

O grupo de Rosenberg e cols evidenciaram hiperplasia de células de
Hofbauer, as quais também foram positivas para o RNA do ZIKV pela técnica de
HIS. Essa placenta proveniente de gestacdo de 21 semanas cuja infeccdo
ocorreu na 112 semana apresentou ainda vilosidades coriais hidropicas, mas nao
foram observadas necrose vilosa ou infiltrado inflamatério linfo-plasmocitério

(vilosite) (71).

Confrontando os nossos dados com a literatura, observamos que
analisamos uma casuistica de 60 placentas do 3° trimestre de gestacdo com
infecgdo confirmada por ZIKV, com e sem anomalias do SNC. Encontramos
alteracdes histopatologicas semelhantes aquelas descritas em outros estudos,
sendo comum o achado de vilosite cronica do tipo STORCH, fibrose e
calcificacdo estromal, hiperplasia concéntrica da parede de vasos vilosos e
deciduite crbnica. Ndo observamos hiperplasia de células de Hofbauer e
hidropisia/edema viloso que podem, talvez, ser explicados pelo simples fato de
gue a nossa amostra € composta por placentas do 3° trimestre de gestacao cuja
grande maioria a infecgao ocorreu no 1° e 2° trimestre. Considerando a presenca
de antigenos virais nas células de Hofbauer, podemos sugerir que no primeiro

momento, a infec¢do por ZIKV acomete estas células localizadas no estroma
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viloso que tem propriedade de macréfago (62) e que é normalmente abundante
nas vilosidades do 1° e 2° trimestres. Assim, podemos supor que no momento
da nossa analise, esta alteracdo j& tenha desaparecido e a marcante fibrose
estromal que evidenciamos, representa uma cicatriz da infeccéo. Nos casos de
infeccdo no 3° trimestre de gestacéo, onde as vilosidades séo fisiologicamente
menores e com numero reduzido de células de Hofbauer, mesmo que haja a
presenca de particulas virais nestas células, ndo observamos aumento do

namero de células de Hofbauer que causasse aspecto morfolégico alterado.

Dentre as alteracBes histopatoldgicas encontradas, observamos nas
placentas de ZIKV, deciduite crbnica leve em 70% dos nossos casos, com 30%
de deciduas normais. Um dado intrigante encontrado foi a correlacdo
significativa entre a decidua normal com a incidéncia de alteracbes do SNC
(Tabela 3). De forma ainda mais marcante, quando a carga viral estd aumentada,
a chance da crianca apresentar alteracbes no SNC foi 7 vezes maior do que 0s
casos com carga viral menor, dado que a infec¢ao por ZIKV ocorreu no primeiro
trimestre gestacional. Quando controlamos essa relacdo em deciduas alteradas,
nao foi encontrado a mesma relacao da carga viral. Esses dados levantam duas
hipoteses: 1) a mulher infectada pelo ZIKV apresenta uma resposta viral fraca
ou inexistente (tolerdncia imunoldgica) permitindo o aumento da carga viral
mesmo ha auséncia de inflamacédo na decidua ou 2) a mulher foi capaz de gerar
uma resposta imunoldgica extremamente eficiente contra o ZIKV no momento
da infeccdo, ao ponto de eliminar o virus e, no momento do nascimento a
decidua aparenta ser normal e sem indicativos de inflamacé&o aparente. Portanto,

estudos de infeccéo experimental de placentas poderdo auxiliar no entendimento
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do papel da decidua no contexto da infecgcéo pelo ZIKV, evidenciando o papel

da resposta antiviral materna durante o periodo gestacional.
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8. Conclusao

Nossos achados corroboram a associagao da infeccéo congénita
do ZIKV com alteracdes do SNC, em especial a microcefalia.

Foi possivel detectar o RNA do virus na placenta, até mesmo
depois do momento do parto, podendo indicar persisténcia e
replicagao viral;

As alteracfes histopatoldgicas mais frequentes na infeccdo pelo
ZIKV foram a vilosite crénica com fibrose estromal, hiperplasia
fibromuscular concéntrica da parede de vasos vilosos de médio
calibre e deciduite cronica leve; estes achados sdo semelhantes
aqgueles descritos nas placentites cronicas do grupo STORCH,;
InfecgBes proximas ao momento do parto apresentaram maior
chance de detecc¢do do ZIKV na placenta;

Os baixos valores de Ct encontrados nos casos de decidua

normal aumentam a chance de altera¢cdes no SNC.
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Contato: Avenida Rui Barbosa 716 telefone (21) 25541911

Instituicdo: Instituto Nacional de Saude da Mulher da Crianca e do
Adolescente

Endereco: Avenida Rui Barbosa 716, Flamengo.

Nome da gestante:

Prontuério:

Estamos convidando o seu bebé e vocé a participar da pesquisa intitulada
“‘Exposigdo  Vertical ao Zika virus e suas consequéncias no
neurodesenvolvimento da crianga” pois vocé ficou gravida em um periodo onde

0 virus esta circulando.

Algumas vezes pessoas que tiveram contato com o virus da Zika néo
apresentam sintomas por isso iremos realizar esta pesquisa com um grupo de
gestantes e recém-nascidos que nas¢cam neste periodo em que o virus da Zika
esta circulando, e queremos acompanhar a sua gravidez e o desenvolvimento

neuroldgico do seu filho do nascimento até o final do terceiro ano de vida.
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Para isto vocé e seu filho serdo acompanhados no pré-natal do IFF. Vocé tera

seus exames colhidos e até o nascimento do bebe, sera acompanhada com

ultrassonografia em alguns momentos e a crianga também tera todos os exames

colhidos e serd acompanhada até o final do terceiro ano de vida no ambulatério

do IFF. Se o bebe ja tiver nascido, vocé devera trazer todos 0s exames que Vocé

fez no pré-natal, seu cartdo de pré-natal se tiver e somente o seu bebe sera

acompanhado.

Os seguintes exames serao obtidos para fins desta pesquisa:

1-

Na gestante: Exame de sangue e ou urina para saber se teve contato com
o virus da Zika e outros virus como citomegalovirus, rubéola, dengue e
chikcungunha e toxoplasmose; Ultrassonografias seriadas e outros
exames que forem necessarios para o seu adequado pré-natal. Estes
exames serdo colhidos se vocé apresentar algum sintoma para virose
como vermelhiddo da pele, febre, dor no corpo, dor na cabeca. Se vocé
ndo apresentar sintomas vamos colher sangue para armazenar e fazer
testes soroldgicos em cada trimestre da gravidez ou a cada vez que vocé
precisar de colher sangue para a sua gravidez. Se a ultrassonografia
apresentar alguma anomalia congénita e vocé tiver indicagdo obstétrica,
sera também realizada puncéo de liquido amnidtico para realizacédo de
testes genéticos e pesquisa do virus.

No recém-nascido: Exame de sangue para saber se teve contato com o
virus da Zika e outros virus como citomegalovirus, rubéola, dengue e
chikcungunha e toxoplasmose; ultrassonografia da moleira e/ou
tomografia e/ou ressonancia nuclear magnética, eletroencefalograma,
exames com oftalmologista, exames auditivos e exame neuroldgico.
Todos estes exames serdo feitos e colhidos logo apds o nascimento.
Depois 0 recém-nascido sera acompanhado até completar 3 anos.
Exames para acompanhar o desenvolvimento serao realizados e também
outros exames auditivos e oftalmologicos se necessarios;

Sua placenta e o sangue do cordao umbilical também serdo
examinados. Sera colhido sangue do corddo umbilical para evitar coletas

de sangue no bebe;
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4- Se vocé perder o bebé, também estamos solicitando sua autorizacao
para que ele seja examinado pela anatomia patolégica com exames
especificos (morfologicos e de imunohistoquimica) para tentar descobrir
0S motivos.

5- Se vocé estiver amamentando e tiver vermelhiddo na pele e/ou outros
sintomas de zika, também iremos colher amostras de sangue suas e de
seu bebe e também amostras do seu leite sequenciais.

Como atualmente, existem poucos conhecimentos cientificos sobre a Zika,
estamos pedindo sua autorizacao para armazenar amostras de sangue/urina, de
placenta e de tecidos fetais (se houver perda do bebé&) em um local especifico
(biorepositdrio) para futuros estudos. As amostras serdo usadas para estudar
viroses e suas consequéncias na gravidez. Se houver alguma alteracdo nos seus
exames ou alteracdes no seu bebe solicitamos também autorizac&o para uso de

imagem através de fotografias que ndo serdo identificadas.

Os riscos relacionados a sua participagao na pesquisa S4o 0s mesmo que
ocorrem em uma coleta de sangue, como hematomas e dor, tanto em vocé como
no seu bebe. Os exames oftalmologicos necessitam de colirios para dilatar a
pupila 0 que pode ocasionar ardéncia passageira. Ultrassonografias ndo doem
e outros exames que envolvam radiacdo so6 serao realizados se houver alteracao
na ultrassonografia ou alguma indicagdo muito importante. Se estes exames
forem alterados os exames de ressonancia magnética serdo realizados ja que
eles sdo necessarios para o acompanhamento do bebe. Exames de ressonancia
costumam necessitar de anestesia ou sedacdo que sera feita por profissional
capacitado. Os exames para testar o desenvolvimento adequado ndo causam
dor e apenas precisam de um certo tempo para realizacdo. Puncao de liquido
amniético tem um risco de perda fetal associado ao procedimento de 0,5% (a
perda de um feto a cada 200 exames realizados) e sO sera indicada se

estritamente necessaria para melhorar o diagnéstico.

Os beneficios estédo ligados ao acompanhamento da sua gravidez e do
desenvolvimento do seu recém-nascido no IFF, com varios exames. Vocé

recebera uma cépia dos resultados de todos os exames.
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A sua participacédo e de seu filho/a nesta pesquisa é voluntaria e vocé
pode abandonar ou retirar-se do estudo a qualguer momento, sem que iSSO
cause qualquer prejuizo ao tratamento ou acompanhamento do bebe nesta
instituicdo. Em caso de saida do estudo vocé e seu bebé continuaram a ser
atendidos no IFF conforme rotina atual da instituicdo. Sua participacdo no estudo
ndo implicard em custos adicionais, ndo havera qualquer despesa com a
realizacdo dos procedimentos previstos neste estudo. Também ndo havera
nenhuma forma de pagamento pela sua participacdo. Se houver dano a vocé ou
seu bebe relacionado a procedimentos da pesquisa vocé tera direito a

indenizacdo. Todos os resultados dos exames ficardo no seu prontuario médico.

Este documento foi elaborado em trés vias. Vocé recebera a via original
deste documento assinado e com todas as paginas rubricadas, tanto pela

pesquisadora quanto por vocé ou o responsavel que assinar.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Fernandes Figueira é
um comité de avaliacdo ética dos projetos de pesquisa que estejam em curso na
instituicdo. O CEP funciona de segunda a sexta-feira, no horario das 08 as 17 h,
e se encontra a disposi¢cdes para eventuais esclarecimentos éticos e outras
providéncias que se fagcam necessarias (e mail: cepiff@iff.fiocruz.br; telefone:
2554-1730/fax: 2552-8491).

Estamos solicitando abaixo seu consentimento livre, esclarecido e voluntario na

qualidade de participante da pesquisa e responsavel pelo recém-nascido:
Em relacao a filmagem e uso de imagem vocé pode:

[ ] autorizar voluntariamente a fotografia/filmagem do seu filho (a) e a
utilizacdo das imagens obtidas exclusivamente em meios de divulgacéo
académicos.

assinatura

[ ] néo autorizar a fotografia/filmagem do seu filho (a) e a utilizacdo de
imagens obtidas.

assinatura
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Declaracao:
1- Declaro que li e entendi todo o contetdo deste documento.

2 — Declaro que entendi que a participagcdo na pesquisa pode ocorrer sem
gue meu filho (a) seja fotografado e/ou filmado, a ndo ser que eu tenha
autorizado a filmagem ou fotografia.

3- Declaro que autorizo o armazenamento de material biolégico para
futuros estudos [ ] assinatura

4- Declaro estar recebendo uma via original deste documento assinado
pelo Investigador Responsavel e por mim, tendo todas as folhas por nés
rubricadas.

Responsavel: Pesquisadora Responsavel
Data: Data:
Telefone: Instituto Fernandes Figueira

Av. Rui Barbosa 716 Flamengo
Tel.: 2554-1739

Testemunha
Documento:
Enderecol/telefone:
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Apéndice Il - Ficha de coleta de dados

Ministério da Saude

IFF

FIOCRUZ
: INSTITUTO NACIONAL
Fundacao Oswaldo Cruz INSTITUTO NACIONAL | FERNANDES FIGUEIRA

EXPOSICAO VERTICAL AO VIRUS ZIKA

Z-Codigo:
1. Identificacdo
Nome do paciente:
Prontuario:
Sexo: ( )Masc ( )Fem ( )Indeterminado Data Nascimento:_ /[
Local:

Classificagao:

( )Exposto assintomatico [( )gestacdo ( )periparto ( )Leite Materno]
Sintomatico: (  )SZC ( )Alteracdo laboratorial isolada ( )Alteracdo imagem
isolada

( )Alteracdo clinica: ( )Neuroldgica ( )Outra:

Nome da Méae:

DN Mae: [ I[dade méae: anos Pront Mae:

Raca/Cor: ( )Branca ( )Preta ( )Amarela ( )Parda ( )Indigena
(Etnia: ) ( )lgnorado Escolaridade (maior nivel completo):

( )Sem escolaridade ( )Fundamental ( )Fundamental Il ( )Médio ( )Superior
( ) lgnorado

Ocupacgéo:

Nome do Pai: DN Pai: / /

Idade pai: __anos

Endereco

atual:

Bairro: Cidade: UF: C
EP
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Tel. Mae: () Tel. Pai: () Tel. Fixo: (
)

Tipo de residéncia: ( )casa ( )apartamento ( )outro

Comunidade: ( )ndo ( )sim

N° pessoas que moram na casa: Renda familiar mensal:

reais
Auxilio governamental: ( )ndo ( )sim, qual? ( )BPC ( )BF ( )TFD ( )Passe
( )Outro:

2. Historia gestacional
Pré-natal? (  )Nao ( )Sim

N° consultas: Total: Data da 12: [ Idade gest.: sem

Trimestre:

()1°()2°()3°

Gestacgéao planejada: ( )ndo ( )sim

Desenvolveu alguma complicacdo durante a gestacao? ( )Nao ( )Sim,
qual: ( )ITU

( )Anemia

( )Diabetes gestacional ( )HAS gestacional ( )Pré-eclampsia ( )Placenta
prévia ( )Oligoidramnio

( )Polidramnio ( )Insuficiéncia do colo uterino ( )Hiperemese gravidica (
)Anomalias anatdmicas do utero ( )Deslocamento de placenta ( )Crescimento
intrauterino restrito ( )Incisura

()Outras:

Dengue anterior: ( )ndo ( )sim ( )ignorado n®de vezes: Quando: ha
_______ano(s) Chickugunya anterior: ( )ndo ( )sim ( )ignorado n° de
vezes:  Quando:ha __ ano(s)

Contato ou convivio com pessoas com quadro sugestivo de Zika/

Chikungunya/dengue durante a gestacao: ( )nado ( )sim Periodo:
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Diagnostico laboratorial de alguma doenca infecciosa? ( )Nao ( )Sim, qual:
( )Toxoplasmose ( )Rubéola ( )Citomegalovirus ( )Sifilis ( )Herpes simples (
)Parvovirus ( )HIV

( )Dengue ( )Chikungunya ( ) Outras.

Especificar:

Febre > 38° sem rash: ()n&o ()sim
Periodo:

Vocé teve manchas vermelhas no corpo durante a gestacdo? ( )ndo (

)sim Quantas vezes?

1° episodio: Quando? ( )1°Trim ( )2° Trim ( )3° Trim sem
gestacao més gestacao
Data do inicio do exantema: / / Duracao? d

Iniciou onde? ( )Cabeca/pescoco ( )Tronco ( )MMSS ( )MMII ( )Difuso
por todo corpo

Disseminou? ( )N&o ( )Sim, p/ onde? ( )Cabeca/pescoc¢o ( )Tronco (
JMMSS (' )MMII ( )todo corpo

Outros sinais e sintomas? ( )Febre, temperatura madxima?___ °C
duracdo:_  d

( )Prurido ( )Tosse ( )Coriza ( )Cefaleia ( )Mialgia ( )Artralgia, quanto
tempo? d ( )vomitos ( )Linfoadenopatia ( )Hiperemia conjuntival (
)Dor retroorbital ( )Outros: Se teve outros

sintomas, o rash surgiu: ( )Primeiro ( )Logo apés ( )Dias apds os outros
sintomas

Tomou remédio? ( )Nao ( )Sim, qual? _-

Teve atendimento médico? ( )Nao ( )Sim, qual diagndstico

clinico?

Diagnostico laboratorial de Zika? ( )Nao ( )Sim

( )Sorologia: ( )IgM+ ( )IgM- ( )IgG+ ( )IgG- ( )sem resultado
Data:_ /[ LAB:

( )PCR: ( )sg ( )urina( )Lig. Amnidtico ( )Pos ( )Neg ( )ign
Data:__ /[ LAB:
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( )PCR: ( )sg ( )urina( )Lig. Amnidtico ( )Pos ( )Neg ( )ign
Data:_ /[ LAB:
( )PCR: ( )sg ( )urina( )Lig. Amniotico ( )Pos ( )Neg ( )lgn
Data:_ /[ LAB:

2° episddio: Quando? ( )1° Trim ( )2° Trim ( )3° Trim sem
gestacao més gestacao
Data do inicio do exantema: / / Duracéo? d

Iniciou onde? ( )Cabeca/pescoco ( )Tronco ( )MMSS ( )MMII ( )Difuso
por todo corpo

Disseminou? ( )N&o ( )Sim, p/ onde? ( )Cabeca/pescoc¢o ( )Tronco (
)JMMSS ( )MMII ( )todo corpo

Outros sinais e sintomas? ( )Febre, temperatura madxima?___ °C
duracédo:_ d

( )Prurido ( )Tosse ( )Coriza ( )Cefaleia ( )Mialgia ( )Artralgia, quanto
tempo? d ( )vémitos ( )Linfoadenopatia ( )Hiperemia conjuntival (

)Dor retroorbital ( )Outros: Se teve outros

sintomas, o rash surgiu: ( )Primeiro ( )Logo ap6s ( )Dias ap0s 0s outros
sintomas

Tomou remédio? ( )Nao ( )Sim, qual? _-

Teve atendimento médico? ( )Nao ( )Sim, qual diagnostico

clinico?

Diagnostico laboratorial de Zika? ( )Nao ( )Sim

( )Sorologia: ( )IgM+ ( )IgM- ( )IgG+ ( )IgG- ( )sem resultado
Data:_ /[ LAB:

( )PCR: ( )sg ( )urina( )Lig. Amnidtico ( )Pos ( )Neg ( )lgn
Data:__ /[ LAB:

( )PCR: ( )sg ( )urina( )Lig. Amnidtico ( )Pos ( )Neg ( )ign
Data:_ /[ LAB:

( )PCR:( )sg ( )urina( )Lig. Amniotico ( )Pos ( )Neg ( )Ign
Data:__ /[ LAB:
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Habitos durante a gestacéo

Alcool: Fez uso de bebida alcodlica durante a gestacdo? ( )N&o ( )Sim (
)Até confirmar,  sem

Com que frequéncia vocé utilizava bebidas alcodlicas por semana? (1) (2) (3)
(4) (5) (6) (7 ou mais)

Quantas doses ou drinks vocé costumava tomar nesses dias? (1) (2) (3 ou
mais)

Com que frequéncia tomava mais que trés doses ou drinks na mesma ocasiao?
( )Nunca

( )mensalmente ou menos ( )Mensalmente (  )Semanalmente (

)Diariamente ( )lgnorada

Tabagismo: Em relacdo ao cigarro, vocé diria que:

( )Nunca fumei ( )Fumei no passado, mas na gestagao néao

( )Fumei <10 cigarros por dia ( ) Fumei 10 a 20 por dia ( ) Fumei > 20 por dia
( ) Nao sei

Se fumante, ha quantos anos fuma diariamente?

Se ex-fumante, parou de fumar ha quanto tempo? ( )dias ( )semanas
( )meses ( )anos

Drogas ilicitas: ( )Nao ( )Sim Qual? ( )Maconha ( )Cocaina cheirada (
)Qualquer droga injetavel

( )Crack ou merla ( )Lanca-perfume, lold, cola, éter, solventes, esmalte,
tinta, cloroformio ( )LSD

( )Ecstasy ( )Anfetamina ou remédios para emagrecer

Padrao de uso:




74

US obstétrica Alterada: ( )NaofezUS ( )Nao ( )Sim Data [/ [
Sem gest

Microcefalia: ( )sim ( )ndo PC Calcificagbes: ( )sim ( )né&o

Ventriculomegalia: ( )sim ( )ndo

Outros

achados:

Ultima US normal antes da alterada: Data I Sem gest

Exames na gestagéo:

Exame Data Resultado

Anti-HIV L ( )Pos () ()
N Neg Ign

Toxoplas | . ( )I1gG+ () () () ( )lgn

mose . 19G- IgM+ IgM-

CMV . () I1gG+ () () () ( )lgn
_ IgG- IgM+ IgM-

HSV . () I1gG+ () () () ( )lgn
_ IgG- IgM+ IgM-

Sifilis . ( ) Nao 1

(VDRL) - Reator _

Outros

3. Histoéria Familiar

PC da mée: PC do pai:

Ha algum grau de parentesco entre os pais? ( )Nao ( )Sim, qual?

Vocé possui alguma malformacao
congénita? ()Nao ( )Sim, qual(is)? Ha alguém

na sua familia, ou na do seu companheiro, que nasceu com microcefalia? ( )Nao
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( )Sim Vocé fazia uso de algum medicamento de uso continuo? ( )N&o ( )Sim,

qual(is)?

Teve diagnostico de alguma doenca pré-existente? ( )Nao ( )Sim, qual(is)?
( ) Diabetes ( )Outras doencas metabdlicas ( ) Hipertenséo arterial sistémica
( )Cardiopatia cronica ( )Doenca renal cronica ( )Pneumopatias crénicas (
)JHemoglobinopatia ( )Cancer ( )Doenca auto-imune ( )Doenca neuroléptica
( )Outras,

especificar

4. Heredograma

5. Histérico obstétrico/ginecoldgico: Considerar abortos, natimortos,
gestacéo e filho atual
Primeira gestacdo? ( )Nao ( )Sim F° Malformacdo? ( ) Nao ( )Sim,

qual?

G P A ( espontaneos e___ provocados) _ neomortos

natimortos

6. Historia Perinatal

Id Gest: _ _sem___ dias ( )Capurro ( )Ballard DUM: [/ [ ( )PMT (
)Termo ( )Pd&s-termo
Gemelar: ( )Nao ( )Sim, especificar: ( )1° Gemelar ( )2° Gemelar ( )3°
Gemelar
Tipo de parto: ( )Normal (Vaginal) ( )Forceps ( )Cesareo ( )Neomorto

( )Natimorto
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7. Placenta: anatomia patoldgica: ( )ndo ( )sim ( )lgn, Resultado:( )ign (

)Normal ( )Alterada

8. RN:
Peso: g Comprimento: _ cm Perimetro toracico: _ cm
PC: _cm (z-score: ), PC medido 24-48h ap6s? ( )ndo ( )sim
cm
Apgar: 1° minuto:_ 5° minuto_ 10° minuto___ Alta maternidade:
dias de vida

Alteracdes neonatais? ( )ndo ( )sim, especificar: ( )ictericia ( )sepse (
)taquipnéia transitéria
( )Membrana Hialina ( )Aspiracdo de mecoénio ( )Enterocolite (

)Convulsbes ( )outras, especificar:

9. Exames Laboratoriais RN:

Exame | Data Resultado Exame Data Resultado
TGO I Ht I
TGP I Hb I
FA [ Leucometria /A
Glicose [ Plaguetas I
Avaliagdo Genética? ( )N&do ( )Sim Data: / / ( )Normal (
)Alterado
Exame do RN Norma | Alterac6es observadas
I
Pele / Anexos () excesso de pele em regido occipital
( ) Fovea
Cranio PC: __ cm (z-score: ), marcar
grafico!
FA: X _ cm (fechada: 0x0) ( )plana (
)abaulada ( )deprimida
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() Suturas cavalgadas ()

Proeminéncia occipital

( ) Fronte estreita com depressao frontal bilateral

Face

() Desproporcéao craniofacial

Olhos / Nariz

Boca / Perioral

Dentes

Pescoco

() Excesso de pele

Adenomegalia

Cadeia: ( )cervical ( )axilar ( )inguinal

NP
Tamanho:_ cm
Caracteristica:

Torax e ausculta ( )sopro

Cardiopulmonar

Abodome / Visceras ( ) Hérnia ( )Hepatomegalia ___cm (

)Esplenomegalia__cm

Quadril ( )Displasia

Genitalia / Perineo

MMSS ( )Artrogripose MSD/MSE

MMII ( )Artrogripose (MID / MIE) (' )Ortolani + (Dir / Esq) (

)Pé torto (1/2)

Dorso / Coluna

Vertebra

( ) Dimple sacral

Sistema Nervoso /

Sinais Neurolégicos

(' )Hipertonia ( )Hipotonia ( )Hiperreflexia (
)Hiperexcitabilidade
( )convulsdo ( )ADM

Pares Cranianos
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10.0utras Avaliacdes

Data N Alterado OBS
Cardiologi
a
ECO1 I
ECO2 I
Holter I
Auditiva
TAN /A
(EOAE)
EOAE 2 I
PEATE 1 /A
PEATE 2 /A
Oftalmo NO: (1)palidez (2)escavacéo (3)Hipoplasia | Rever:
Atrofia: (4)retiniana (5)macular
(6)mobilizacéo de pigmento (7)Coloboma
Outros: descrerver
FO 1 I (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) Outros: Rever:
Oculos:(
S)(N)
FO 2 I (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) Outros: Rever:
Oculos:(
S)(N)
FO 3 /A (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) Outros: Rever:
Oculos:(
S)(N)
FO 4 /A (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) Outros: Rever:
Oculos:(
S)(N)
Imagem (1)Microcefalia (2)Calcificagéo:
(2.1)tdlamo (2.2)periventriculares
(2.3)parenquimatosas (2.4)cerebelo
(3)Paquigiria (4)Lissencefalia
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(5)Esquizencefalia (6)Hidrocef
supratentorial (7)Dilatacao IV Ventr.
(8)Megacisterna Magna (9)Hemorragia
(9.1)Grau | (9.2)parenquimatosa
(10)Hipoplasia (11)Protuberancia 6ssea
(11.1)occipital (11.2)temporal (12)Sem
indicacao Outros: descrerver

us

Abdome

USTF Q) 2I2.1) (2.2) (2.3) (2.4)] ) @) (B)
6) (7) (8) (90(9-1)(9.2)] (10)
(11D)[(11.1)(11.2)] (12) Outros:

TC créanio Q) 2I2.1) (2.2) (2.3) (2.4)] ) @) (B)
6) (7) (8) (90(9-1)(9.2)] (10)
(11D)[(11.1)(211.2)] (12) Outros:

RNM Q) 2.1 2.2)(2.3)2.4] 3) 4@ ()
6) (7) (8) (90(9.1)(9.2)] (10)
(11D)[(11.1)(211.2)] (12) Outros:

Neurologi

a

EEG

PL Aspecto: ( )Limpido ( )Purulento (

)Hemorragico ( )Turvo
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( )Xantocrémico ( )Outros ( )lgnorado

Hemécias: mm3 Leucaocitos:
MM3PMN: %
MN__ 9% Proteinas __ mg/dl
Glicose __ _mg/dl Cloreto__ mg/dl
Fono I
11.0utras Avaliacbes
Material Data IgM lgG PCR
CMV
Toxoplasmose
Sifilis
Chikungunya
Dengue
Virus Zika Sangue
Virus Zika Urina
Virus Zika Placenta
Virus Zika Leite
Materno
Virus Zika Liquor

Outros exames (data/exame/resultado):




12.Acompanhamento Neurolégico:
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Data N Alterado: (1)Hipertonia (2)Hipotonia (3)Hiperreflexia OBS

(4)ADM (5)convulsao (6)Hiperexcitabilidade
Outros: Descrever

I (1) (2) (3) (4) (5) (6)

I (1) (2) (3) (4) (5) (6)

I (1) (2) (3) (4) (5) (6)

I (1) () (3) (4) (5) (6)

I (1) () (3) (4) (5) (6)

I (1) (2) (3) (4) (5) (6)

I (1) (2) (3) (4) (5) (6)

I (1) (2) (3) (4) (5) (6)

I (1) 2 (3) 4 () (6)

Medicacéao:

13.Avaliacdo do desenvolvimento:

Teste
Aplicado

Data | ldade | N
(o)

Alterado (Descricao)

Linguagem
12m

Linguagem
24m

Linguagem
36m
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14.Avaliacao Nutricional: Ganho de peso

Succédo adequada neonatal? ( )ndo ( )sim Leite Materno: ( )ndo (
)sim, tempo:
Gastrostomia? ( )ndo ( )sim, data: / / Idade:

Dificuldade de ganho de peso? ( )ndo ( )sim Idade:

Observagéao:

15.Intercorréncias

Data |Idade |Problema | Evolucéao

16.Encerramento do caso
Data: [/ [
( )abandono Data da ultima consulta: / / Contato telefonico
Data: / /
( )alta p/pediatria

( )Outro
hospital:

( )6bito Causa

mortis:

Necropsia: ( )ndo ( )sim, no IFF? ( )sim ( )nao,

onde?

Resultado:

17.Comentarios:

Ultimo preenchimento (usar lapis): / / Ultima digitac&o (usar

lapis): / /
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