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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Liege Maria Abreu de Carvalho

Zika é uma doenca viral emergente, recentemente identificada, que tem como agente
etiologico o Zika virus (ZIKV), um arbovirus, da familia Flaviviridae transmitido
principalmente pela picada do mosquito do género Aedes (A. aegypti) hematofago
infectado. Chegou as Américas recentemente (2013-2014) e apesar da maioria das
pessoas apresentar infeccbes com sinais e sintomas leves, a partir de 2015 foi
observado um aumento importante da incidéncia de microcefalia,20 vezes a mais que
nos anos anteriores em bebés no Brasil, associada a infeccéo pelo ZIKV durante a
gestacdo.!

Embora a associacédo entre ainfeccéo pelo ZIKV e a microcefalia ja esteja confirmada,
pouco ainda se conhece sobre a evolucdo dos bebés expostos “in Gtero” e seus outros
possiveis desfechos e consequéncias relacionados ao Sistema Nervoso Central
(SNOC).

Entre 2015-2016 iniciamos um estudo de coorte prospectivo para o0 acompanhamento
de bebés expostos ao ZIKV durante a gestacdo, por uma equipe multidisciplinar
(pediatras infectologistas, neuropediatras, fisioterapeutas, psicologos, oftalmologistas
e otorrinolaringologistas). Duzentos e dezesseis criancas foram acompanhadas
durante os dois primeiros anos de vida em consultas de puericultura e especialidades
no Instituto Fernandes Figueira e no Instituto Nacional de Infectologia, pelo
Laboratério de Doencas Febris Agudas para avaliacdo do neurodesenvolvimento,
alteracdes morfoldgicas e alteracfes relacionadas ao SNC. Foram realizados exames

de neuroimagem como ultrassom transfontanela (USTF), tomografia computadorizada




de cranio (TCC) e Ressonancia Magnética Cerebral (RNMC) e avaliacdes
neurosensoriais como fundoscopia, Potencial Evocado Auditivo (BERA: brain-stem
evoked response), sempre que devidamente autorizado pelos responsaveis.

Este foi o primeiro estudo de coorte com seguimento de 216 bebés com exposicao
confirmada ao ZIKV (pela reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-
gPCR)); do nascimento aos trés anos de vida, para avaliacdo do
neurodesenvolvimento e pesquisa de outros sinais e sintomas relacionados a
exposicao ao ZIKV intra-Utero e suas consequéncias ao longo de setembro de 2015 a
junho de 2016.

A microcefalia foi identificada em 3,7%, déficits visuais ocorreram em 7% dos
lactentes, déficits auditivos em 12% e retardo no neurodesenvolvimento em 28,7%
dos lactentes acompanhados. Na auséncia de alteracdes estruturais do SNC o exame
de imagem foi pouco util como preditor de retardo no neurodesenvolvimento.
Observamos que a microcefalia era o desfecho mais grave e que criangas sem
alteracoes (sem microcefalia por exemplo) ao nascimento, podem apresentar atraso
no neurodesenvolvimento e outros espectros de fenotipicos. Concluimos que todas
as criancas expostas ao ZIKV no utero devem ser seguidas até idade escolar para
deteccédo de déficits neurocognitivos, independentemente da presenca de alteracoes
congénitas. Quanto mais cedo a identificacdo das alteragbes no
neurodesenvolvimento e em outros sistemas organicos destas criangas, mais
precocemente poderemos intervir com estimulos precoces com um programa de
acompanhamento e intervencao clinico-terapéutica multiprofissional, buscando o
melhor desenvolvimento possivel, por meio da mitigacdo de sequelas do
desenvolvimento neuropsicomotor, bem como de efeitos na aquisi¢cao da linguagem,
na socializacdo e na estruturacdo subjetiva, podendo contribuir, inclusive, na
estruturacéo do vinculo mae/bebé e na compreensédo e no acolhimento familiar
dessas criancas. e assim melhorar suas habilidades cognitivas, sociais,

comportamentais e sua qualidade de vida.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Liége Maria Abreu de Carvalho

Zika is an emerging viral disease, recently identified, whose etiological agent is the
ZIKV. Although the association between ZIKV infection and microcephaly is already
confirmed, little is known about the evolution of babies exposed to ZIKV in utero and
its other possible outcomes related mainly to the Central Nervous System (CNS).
Between 2015-2016 we have started a prospective cohort study with a multidisciplinary
team (pediatricians’ infectious diseases, neuropediatricians, physiotherapists,
psychologists, ophthalmologists and otolaryngologists) to monitor babies exposed to
ZIKV during pregnancy. Two hundred and sixteen children were monitored during the
first two years of life in childcare and specialty consultations to assess
neurodevelopment, morphological changes, nutritional difficulties and changes related
to the CNS, at the Fernandes Figueira Institute and at the National Institute of
Infectology, by the Laboratory of Acute Febrile Diseases. In addition to this follow-up,
neuroimaging exams were performed, such as transfontanellar ultrasound (USTF),
cranial computed tomography (CCT) and Cerebral Magnetic Resonance (CMR) and
neurosensory evaluations such as funduscopy, Auditory Evoked Potential (BERA:
brain-stem evoked response), always duly authorized by those responsible.

This was the first follow-up cohort study of 216 infants with confirmed exposure to ZIKV
(by real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR) during pregnancy, from birth to
two years of age, for neurodevelopmental assessment and research of other signs and
symptoms related to intrauterine exposure to ZIKV and its consequences over the

study period.
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Visual deficits occurred in 7% of infants, hearing deficits in 12% and
neurodevelopmental delay in 31% of infants followed. In the absence of structural
changes in the CNS, the imaging exam was of little use as a predictor of
neurodevelopmental delay.

We observed that microcephaly was more serious outcome and children without
changes (without microcephaly, for example) at birth may present neurodevelopmental
delay and varied spectrum of phenotypes, and so we concluded that all children
exposed to ZIKV in utero should be followed for a long-time term for neurocognitive
deficits, regardless of congenital changes. All children exposed to ZIKV in utero should
be followed long-term for neurocognitive deficits, regardless of phenotypic changes.
The earlier the identification of changes in neurodevelopment and other organic
systems of these children, the earlier we can intervene and thus improve their

cognitive, social, behavioral skills and their quality of life.

Xiii



INDICE

RESUMO . ...ttt e e et e et b e e e e e e e aa e e e e e eeaana e
A B ST R A C T ettt et e e ae e s
L INTRODUGAO. ... .ottt ettt ae e eaee,
1.1 RefEr@nCial TEOMCO. ..cccceiiiieiiiee ettt e
0 O 111 (o - VR RERR
1.2 EPIAEMIOIOQIA. ...ttt
1.2.1 Epidemia Brasileira x Microcefalia..............cooooeiiiiiiiiiiiiiiii e
1.3 VIIUS ZIKA (ZIKV) oot
1.4 ANALISE FIlOgENETICA. ......ceveieieieieeeieie ettt
1.5 Ciclo de repliCag8o Viral.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e
1.6 TranSMISSA0 VELOIAL.........cciiiiiiiiiiiii et
1.7 TransmMiSSA0 NA0 VETLOMAL..........cooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e
1.8TranSMISSA0 VEITICAL. ......ceeiiriiiiiiieeeiiieee e
1.9 Patogénese do ZIKV N0 SNC ......coooiiiiiiiiiieeiiiiis e e e
1.10 Caracteristica da Infeccdo Congénita pelo ZIKV ..........coovvvvvvvivvviiniennn.
1.11 Diagnostico da Infeccao pelo ZIKV .......ccciiiiiiiiiieeeeeee e
1.11.1 Diagnéstico Clinico da Infecc@o pelo ZIKV.........ccoovvvvvieeeiiiiiiieeeenn,
1.11.2 Diagnéstico Laboratorial da Infeccéo pelo ZIKV.........cccocceeeiiiiiieennnnn,
1.11.3 Diagnéstico da Infeccdo Congénita pelo ZIKV. ......coooveiiiiiiiiiiiieennns
1.12 NeurodeSeNVOIVIMENTO. .......cciiiiiieiiiie ettt
1.13 Bayley € HINE..........uuuiiiiii s
2 JUSTIFICATIV A et e e e e e e ee e e e e e eeees
S OBIETIVOS . ... e
T @ ] o] 1= 1AV =T - |
3.2 Objetivos ESPECITICOS.........ccoiiiieieeieee et
A METODOS. ..ottt sttt
4.1 Delineamento dO ProJELO.......ciieeee e eeeeeeee e ee e
4.2 CASUISTICA ....tteeee e ettt ettt e e et et e e e s eannb e ee e e ane
4.2.1 Plano de ReCrutamento .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiieiieeie e
4.2.1 CriteriosS de INCIUSAO0. .....ccceiiiiiiiiiee e

4.2.2 Criterios de EXCIUSAO. . ... e,



4.4 SEQUIMENTO....eiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e 46

4.5 Variaveis 08 INtErESSE......ccciiiiii e e e ettt e e e e e e 46
4.6 DefiNiCA0 das VAlIAVEIS. ......ccooiiiiiiiiie ettt 47
4.7 Avaliacdo do NeurodesenvoIVimento............cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 48
4.7.1 BAYLEY 111 (BSID ) € HINE .....uuuiiiiiiiiiiieee e 48
4.8 AvaliaGao de NEUIOIMAGEM. ... ...uuuuiuiiiiiiiiirrerrrrerrir e e e e e e e eeeeaeeeaesaaa e e e aanes 48
4.9 Gerenciamento dOS A0S, .......cccuuuiiiiiiiiiiiiiie e 49
4.10 Métodos Estatisticos e Analise dos Resultados............ccccveeeeeeriiiinnnee. 49
4.11 CoNSIAErages ECAS. .........cccoveeveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 50
D RESULTADOS . ..ot e e e e e e e e e e e e e anan s 51
B. DISCUSSAD.... ..ottt ettt nrens 60
7. CONCLUSAO/PERSPECTIVAS. ..., 71
8.Termo de Consentimento Livre e
LS EST o = U= o] o Lo TS PPPUPSRRRR 73
S =11 o] [ToTo | €= 1 = PP PR 75
O N 1= (o 1 PP 91

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Surtos de ZIKV entre 2007 € 2016..........ccoevveiiriiiiieeeiiiieee e ee e e e e aeeee e
Figura 2. Dispersao do ZIKV no Brasil de 2014 a 2016 de acordo com 0S casos

reportados produzidos pelo MS e secretarias  estaduais de

Figura 3. Distribuicdo dos casos cumulativos de microcefalia confirmados no Brasil
(641 casos até 27 de fevereiro de 2016) ......cccceeieeeeiiiiiieeeiiiie e e

Figura 4. Casos Provaveis de Zika virus em gestantes e proporcdo de casos
provaveis de Zika em gestantes, Brasil, 2016 a 2019..............ccoovviviiiii e
Figura 5. Representacdo esquematica do genoma do ZIKV e suas proteinas
(o0 o [1Tox= To F= 1S PR PP

Figura 6. Arvore filogenética com representacdo das duas linhagens de ZIKV
identificadas que estdo em destaque: a vermelho (asiatico) e verde (africano)........
Figura 7. Ciclo replicativo dO ZIKV...........oooiiie et

Figura 8. Ciclo de transmisséo silvatico e urbano do ZIKV...........ccccccveiviiiiieeeeeeeee,

XV

10

11



Figura 9. Cinética semiquantitativa das cargas de RNA do zika virus em varios

tipos de amostras clinicas de acordo com o tempo apés o inicio da doenga............
Figura 10. AlteracBes hormonais e imunoldgicas durante a gestacao......................

Figura 11. Casos de sindrome congénita do ZIKV: confirmados, em investigagdo e
Lo =T o= T 7= To [0 1 PSP
Figura 12. Casos de sindrome congénita do ZIKV, confirmados, em investigacao

e descartados, Brasil, semanas epidemioldgicas 2015 — 2016.........cccceeecvveveeeeennnnne.
Figura 13. Tropismo celular e tecidual do ZIKV............ooueiiiiiiiiiiiie
Figura 14. Tropismo celular e tecidual de ZIKV.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee
Figura 15. Defeitos de Migragao Neuronal...............uuuueiiiiiiiiieieieeeeiiiisiieiiee e
Figura 16. BEDE COM SCZ.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et
Figura 17. Brain calcifications in a 37-week fetus with congenital Zika virus infection
acquired during the 12th week of gestation................o
Figura 18. Fluxograma da captura e acompanhamento dos bebés expostos ao
ZIKV dUrante @ geSTAGEA0D.........ccuuuiiiiiiiiiiieeie e e e e ettt e e e e e e e e e e e
Figura 19. AvaliacOes pelo Bayley-Ill em 146 criancas entre 7 a 32 meses.............
Figura 20. Idade Gestacional da infeccdo materna pelo virus Zika em 244
[0 STy =T (TSSOSO RPSPRSRPP
Figura 21. Pontuacdes individuais do Bayley Il em 12 a 18 meses de idade,

relacionado com resultados dos exames de iIMagensS..........ccccecvvvviecieeceecveecveesvee e

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Risco absoluto de desfechos adversos em lactentes expostos ao

XVi

20

21

23

25

27
32
33
34

35

52

54

57

58



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BERA: Audiometria do tronco cerebral do inglés Brain-stem Evoked Response
C - Capsideo

CDC - Centro para Controle de Doencas e Prevencao dos Estados Unidos da América
CHIKV- virus da Chikungunya

CTLs - Células T citotoxicas

DENV - virus da Dengue

DFA - Doencas febris agudas

DP — Desvio padréao

E - Envelope

ECDC - Centro Europeu para Controle de Doencas
EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-cético

ER - Reticulo Endoplasmatico

FIOCRUZ - Fundacéo Oswaldo Cruz

HINE- Hammersmith Infant Neurological Examination
IgG - Imunoglobulina G

IgM - Imunoglobulina M

ILMD - Instituto Lednidas e Maria Deane

INF - Interferon

ISGs - Genes estimuladores de Interferon (Interferon-stimulated genes)
MC- Microcefalia

MS- Ministério da Saude

NK - Células natural killer

NPC- Células progenitoras neurais

NS - Proteina N&o-Estrutural

NAbs - Anticorpos Neutralizantes

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

OPAS - Organizacao Pan Americana de Saude

prM - Proteina pré-membrana

RNA - Acido ribonucleico

RN- Recém- nascido

RNMC- Ressonancia Magnética de Cranio

RT- gPCR - Reacao em Cadeia da Polimerase
XVii



SE - Semana Epidemiolégica

SGB- Sindrome de Guillain Barré

SCZ- Sindrome Congénita do Zika Virus
SNC- Sistema Nervoso Central

SVS- Secretaria de Vigilancia em Saulde

PIG- Pequeno para idade gestacional

PN- Peso de nascimento

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TCC- Tomografia Computadorizada de Cranio
USTNF- Ultrassonografia Transfontanela
ZIKV - Zika virus

XViii



1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem-se observado o aumento de doencas transmitidas
pelo vetor Aedes aegypti, especialmente dengue (DENV), Chikungunya (CHIKV) e
Zika virus (ZIKV).

No primeiro semestre de 2015 o Brasil enfrentou uma epidemia pelo Zika Virus
com magnitude até entdo nunca observada no Brasil e no mundo.! Alteracdes
climaticas, urbanizagéo extensa, uso ndo controlado de inseticidas, falta de controle
efetivo dos vetores, expanséo da distribuicdo geografica dos vetores, adaptacédo a
novos hospedeiros de reservatério, sem imunidade para tal e a globalizacdo, sao
fatores importantes na implicacéo da emergéncia desse virus.>® No segundo semestre
de 2015, no Nordeste do pais (Bahia, Pernambuco, Paraiba) médicos evidenciaram
um aumento de 20 vezes do nascimento de bebés com microcefalias (MC)34° se
comparado aos anos anteriores, em maes que tiveram infeccdo com exantema,
Dengue like, durante a gestacao®.

Frente as crescentes evidéncias apontando a associagéo da infeccdo pelo ZIKV
com a ocorréncia de microcefalial e a elevada probabilidade de um surto epidémico
desta infeccdo, houve uma importante unido de forcas de profissionais em todas as
areas da saude para cuidar das pessoas atingidas, sejam as maes, seus filhos ou
suas familias. 7:89:10

Em setembro de 2015 o Ministério da Saude (MS), reconheceu a possivel
associacao entre microcefalia e infeccdo pelo ZIKV e o que parecia uma doenca
branda, onde a maioria dos pacientes apresentava-se oligossintomatico ou mesmo
assintomatico, mostrou-se devastadora em bebés com infecgéo vertical.'®

Em 01 de fevereiro de 2016, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
classificou esse evento como uma emergéncia de saude publica de importancia
internacional que foi mantido por um periodo de 9 meses.'*'2 Uma nova infeccéo
congénita cujo agente etiolégico demonstrava um forte tropismo pelo SNC,
especialmente as células progenitoras neuronais (NPC), foi descrita. 314151617

Estudos mostraram que a infeccdo congénita pelo ZIKV estd associada a
importantes malformac6es do SNC, além da microcefalia, levando a consequéncias
graves, muitas vezes incapacitantes, ao longo da vida dos bebés expostos.t6:1’

A Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ) foi descrita com microcefalia associada ao

colapso de calota craniana, malformacfes do desenvolvimento do cOrtex cerebral,



afilamento cortical e calcificagdes cortico-subcorticais, alteracdes musculares,
comprometimento na visdo e audicdo, contraturas congénitas (artrogripose).'®-2* Os
sinais clinicos consequentes as alteragdes do SNC, incluem irritabilidade, hipertonia,
hemiparesia, movimentos extrapiramidais (como distonia e discinesia), crises
epilépticas, disfagia, entre outros.® De acordo com achados de neurocimagem
relatados, uma série de anormalidades neurolégicas podem ser esperadas
dependendo da extenséo e localizacédo do dano.'"2%:22.23

Alguns estudos demonstraram que nem todos os fetos expostos ao ZIKV
apresentardo anomalias congénitas evidentes intralteross ou ao nascer. A
microcefalia (MC) pode estar ausente no nascimento e se desenvolver ao longo dos
primeiros anos de vida. Na auséncia de um fenétipo alterado, a detec¢éo de lesédo por
ZIKV no cérebro fetal nos primeiros meses de vida é clinicamente dificil.?* Semelhante
a outros virus neuro tropicos, o ZIKV pode acarretar lesdes sutis que apenas seréo
detectadas mais tarde durante vida, com atraso do neurodesenvolvimento leve ou até
mesmo grave. Essas criancas podem apresentar deficiéncias cognitivas ao longo de
sua vida, além de déficits sensoriais.?®> A SCZ atinge consideravelmente a qualidade
de vida das criancas, aumenta a morbidade infantil, pelos seus impactos no
desenvolvimento fisico, sensoério-motor e neurolégico como um todo da crianca no
decorrer do seu desenvolvimento.

O surto de ZIKV no Brasil recuou, no entanto, os impactos sociais e econémicos
de natureza tardia e duradoura tornaram-se um grande problema de salde publica.'t

Até o momento, ndo existe uma vacina aprovada ou terapia especifica para
prevenir ou tratar a infeccdo por ZIKV. Tampouco ha terapias para evitar danos no
feto apos a infeccdo por ZIKV durante a gravidez ou para evitar resultados graves
causados pelo virus.?324

O objetivo do nosso estudo foi investigar os desfechos da infec¢do confirmada

(RT-gPCR) pelo ZIKV na gestacado ao longo dos 3 primeiros anos de vida da crianca;
e identificar marcadores de gravidade do neurodesenvolvimento que permitissem

intervencdes oportunas ao melhor desenvolvimento dos lactentes expostos.



1.1 Referencial Tedrico

1.1.1 Histoéria

O ZIKV foi descoberto em 1947 na floresta de Zika, em Uganda, na Africa, onde
0 virus circulava entre 0s macacos e em mosquitos do género Aedes. O primeiro caso
em humanos s6 foi documentado em 1954 em uma menina de 10 anos que morava
na Nigéria. Até entdo o virus se restringia a Africa e & Asia com poucos casos
relatados. Lentamente foi se espalhando para o restante da Asia e Oceania, causando
pequenos surtos da doenca, até que em 2007 um surto maior foi detectado em Yap,
uma ilha na Micronésia, onde 70% da populacgédo foi infectada.?*#?® Inicialmente a
doenca foi confundida com dengue, apesar de alguns pacientes apresentarem apenas

febre e conjuntivite ndo purulenta. Esse surto durou aproximadamente 3 meses.

Em 2013 e 2014 foram relatados surtos desta infeccdo nas Ilhas do Pacifico,
incluindo Ilha Cook, Polinésia Francesa, Ilha de Pascoa e Nova Caledbnia com
aproximadamente 30.000 infectados. 2°2¢ A magnitude do surto aconteceu
provavelmente pelo baixo nivel de imunidade preexistente ao ZIKV e altas densidades
dos vetores competentes. Na Polinésia Francesa, diferentemente dos surtos
anteriores, foram relatados casos de complicacbes neurolégicas graves como a
Sindrome de Guillain Barré (SGB). Apos o surto na Polinésia o ZIKV se espalhou
rapidamente pelas ilhas do Pacifico ? e entdo chegou as Américas e Caribe em 2015
e 2016.%% Cerca de 153.322 infeccdes confirmadas, 507.851 suspeitas e 14 casos de
morte por infecgdo viral por zika foram relatados pela Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) até 13 de outubro de 2016.2%7



2007 2008-12 2013

\ -

Yap Island No reported outbreaks
First outhreak
transmission
2014-16
2016
Florida
First outbreak in
continental USA
2015-16
(0
2014-15 Spread in 48
a T Ry Spread in 20 Siartiies
1) £ Pacific countries inthe Americas
- and Caribbean
e May, 2015
First reported
/ local circulation
2015-16 2016 = inthe Amencas
Cape Verde Singapore: Brazil
First African outbreak First Asian outbreak
] African outbreaks Asian outbreaks Pacific outbreaks [0 Amencan outbreaks
Asian endemic areas before 2007  T23 African endemic areas before 2007

An update on Zika virus infection. Published Online June 21, 2017.

Figura 1. Surtos de ZIKV entre 2007 e 2016. The Lancet, 2017.

Em 01 de fevereiro de 2016, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
classificou esse evento como uma emergéncia de saude publica de importancia
internacional mantida por um periodo de nove meses 5811,

Tal declaracdo desencadeou uma mobilizacéao internacional de pesquisa para
tentar responder inUmeros questionamentos sobre as propriedades do virus Zika, até
aquele momento considerado um agente de baixa patogenicidade.

De acordo com previsdo da OMS, eram esperados entre 3 e 4 milhdes de infec¢des
pelo virus Zika em 2016 apenas nas Américas.?® Até outubro de 2016, pessoas de 73
paises diferentes foram afetadas por esse virus desde 2007. 2/

Hé evidéncias de que o ZIKV provavelmente foi introduzido entre 2013 e o inicio
de 2014 no Brasil, favorecido pelos eventos esportivos como a Copa das
Confederacdes de Futebol (entre 15 e 30 de junho) e a Copa do Mundo (junho 2014),
gue atraiu turistas do mundo inteiro.?*

As estimativas sugerem que, entre 500.000 e 1,5 milhdes de pessoas foram

infectadas até 2016, e a infec¢do pelo ZIKV logo se tornou uma epidemia nacional



preocupante, com suspeita de que poderia causar importantes danos cerebrais e
microcefalia em fetos. 12%.22.23

No Brasil, em 28 de novembro de 2015 o Ministério da Saude reconheceu a
relacdo entre o aumento na prevaléncia de microcefalias com a infecgéo pela ZIKV
durante a gestacdo 242, com base nas investigacdes clinicas, epidemiolégicas e
laboratoriais.?®

O potencial do surgimento e da magnitude da epidemia no pais esta fortemente
associado com a ampla distribuicdo dos principais vetores além da suscetibilidade da
populacdo a essa infecgéo.?®

O Brasil foi 0 pais mais afetado pela epidemia de ZIKV no mundo. Até junho de
2016, 8.165 casos suspeitos de microcefalia foram registrados. Entre eles, 3466 casos
foram descartados, 1638 confirmados e 3061 ainda estavam em investigacéao, sendo
a maioria dos casos confirmados, da regido nordeste do Brasil?829:30,

Em 2021 foram registrados 5.710 casos provaveis em todo o Brasil, uma queda
de 17,6% em comparagdo com o mesmo periodo de 2020 no pais. Porém, as unicas
regides que registraram aumento no namero de casos de zika, em relacdo ao ano

anterior, foram as regides Norte (28,3%) e Sul (36,6%).



1.2 Epidemiologia

1.2.1 Epidemia Brasileira X Microcefalia

O Ministério da Saude do Brasil comecou a receber notificacbes e monitorar
casos de doenca exantematica sem causa definida na Regido Nordeste a partir do
final do més de fevereiro de 2015, com relato de casos nos estados da Babhia,
Maranhao, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe e Paraiba. A maioria dos
casos apresentou evolucdo benigna com regressao espontanea, mesmo sem
intervencéo clinica, com mais de 6.800 casos identificados até aquele momento. Em
29 de abril, pesquisadores do Nordeste (Bahia e Rio Grande do Norte) anunciaram a
identificacéo do virus Zika.t

As autoridades sanitarias brasileiras notificaram em maio de 2015 a
Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS) e assim foi divulgado um alerta
epidemiologico sobre a doenca. O documento descrevia a infec¢ao pelo virus Zika e
fornecia recomendacgdes aos Estados-membros para fortalecerem seus sistemas de
vigilancia epidemiolégica para dengue e Chikungunya e para aumentar sua
sensibilidade para detectar possiveis casos de infeccdo pelo ZIKV. O alerta também
incluia detalhes sobre testes laboratoriais, tratamento dos casos e medidas de
prevencao e controle, incluindo recomendacgdes para viajantes. *

No inicio de dezembro de 2015, 18 estados no Brasil confirmaram a
transmissao autoctone do virus nas regides norte, nordeste, sudeste, centro-oeste e
sul: Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Paraiba, Parana,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Roraima, Sado Paulo,
Espirito Santo, Amazonas, Rondoénia e Tocantins. !

A circulacédo de ZIKV foi confirmada em nosso pais, no entanto é impossivel
conhecer o numero real de infec¢des pelo ZIKV, pois € uma doenca em que cerca de
80% dos casos infectados nao irdo manifestar sinais ou sintomas da doenca e grande
parte dos doentes ndo ira procurar servicos de saude, dificultando ainda mais o
conhecimento da magnitude dessa doenca.?

Durante o inicio da epidemia no Brasil, as autoridades reconheceram a relacéo
entre o virus Zika e ocorréncia de surtos de mortes por microcefalia em criangas
possivelmente expostas ao virus durante a gestacao, levando a alta suspeicdo pela

forte relacdo espaco-temporal da doenca e a presenca de microcefalia nesses bebés.



Em novembro de 2015, pesquisadores do Instituto Evandro Chagas, da
Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), isolaram o virus Zika no cérebro de um
recém-nascido com microcefalia que faleceu.?® O &cido ribonucleico (RNA) do virus
Zika também foi identificado no liquido amniético de duas gestantes cujos fetos tinham
microcefalia.’> Recém-nascidos (RN) que tiveram o diagnostico de microcefalia ou que
morreram cinco minutos apds o0 nascimento e cujas maes foram infectadas na
gestacdo também foram identificados.?®

Com a estimativa pelo Ministério da Saude de que 0,5 a 1,5 milhdes de pessoas
poderiam ser infectadas no ano de 2015, a infecc&o pelo ZIKV tornou-se uma grande
preocupacao e problema de Saude Publica no Brasil. 28-29-30

Esse fato foi inédito na literatura médica mundial e a partir dai foram iniciadas
uma série de discussdes entre especialistas para identificar causas e definir critério
diagnostico. Foi registrada alteracao no padréo de ocorréncia de microcefalia com um
aumento claro no numero de casos em varias partes do Nordeste. Os padrdes da
distribuicAo de casos suspeitos de microcefalia poés-infecciosa apresentaram
caracteristicas de dispersao. Os primeiros trés meses de gravidez de mulheres com
criancas com microcefalia corresponderam a um maior periodo de circulacdo do virus
na regido Nordeste do Brasil.

Segundo o Ministério da Saude, uma média anual de 200 casos de microcefalia
ocorreram antes do primeiro caso relatado em maio de 2015, até setembro de 2016,
foram confirmados 1.949 casos no pais, a maioria com fortes evidéncias de
associacao com o ZIKV.

O coeficiente de prevaléncia de microcefalia ao nascer no Brasil alcancou 54,6
casos por 100 mil nascidos vivos (NV) em 2015. A regido com o maior coeficiente foi
o Nordeste: (139 casos por 100 mil NV), o que corresponde a 28 vezes a média anual
dos coeficientes para essa regido no periodo, 42 de 2000 a 2014 (5,0 casos por 100
mil NV)30:31 No Brasil até janeiro de 2016, 3.530 casos suspeitos de microcefalia
foram identificados em 724 municipios de vinte e um estados.3!:32
O numero de notificacbes de criancas recém-nascidas com alteracdes no crescimento
e desenvolvimento possivelmente relacionados a infec¢do pelo ZIKV no Brasil, em
2017, foi de 2.160 casos provaveis, e 949 casos confirmados®?. A maioria dos casos
foi registrada na regido Nordeste do pais (65,7%), sendo que 0s cinco estados com
maior numero de casos foram Pernambuco (21,3%), Bahia (14,3%), Paraiba (9,0%),
Sé&o Paulo (8,1%) e Rio de Janeiro (7,8%)2°. A Figura 2 mostra a Dispersdo do ZIKV



no Brasil de 2014 a 2016 de acordo com 0s casos reportados produzidos pelo MS e
secretarias estaduais de saude até a semana 32 de 2018. Foram registrados 973
casos provaveis, sendo 355 confirmados por critério clinico epidemiolégico ou
laboratorial®?.
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Figura-2- Disperséo do ZIKV no Brasil de 2014 a 2016 de acordo com 0s casos reportados
produzidos pelo MS e secretarias estaduais de satde!. SVS/MS, 2015.
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Figura 3. Distribuicdo dos casos cumulativos de microcefalia confirmados no Brasil (641
casos até 27 de fevereiro de 2016)°. SVS/MS, 2015.

A Figura-3 mostra Distribuicdo dos casos cumulativos de microcefalia
confirmados no Brasil (641 casos até 27 de fevereiro de 2016) de acordo com o ultimo
relatorio epidemiolégico (2019). No periodo 2016 até a semana 18 de 2019, observou-
se gque o ano de 2016 notificou maior nimero de casos provaveis de gestantes com
Zika (16.245).

Desde 2015 até 2018, no Brasil, ocorreram 16.900 casos suspeitos de
mudancas no crescimento e desenvolvimento de recém-nascidos e criangas,
possivelmente relacionado a infeccao pelo virus da Zika e 2.168 casos confirmados.
Quando se observa a proporgéo de casos nesse grupo, em relagéo ao total de casos
de Zika na populacéo, verifica-se um incremento ao longo do periodo analisado, de

casos provaveis de ZIKV em gestantes apesar da reducdo gradativa de casos na



populacdo geral. Até a semana epidemioldgica 18 de 2019, essa propor¢ao atingiu
24,8%. (Figura- 4)
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Figura 4. Casos provaveis de Zika em gestantes e propor¢céo de casos provaveis de Zika em
gestantes, Brasil, 2016 a 2019

1.3 Virus ZIKA (ZIKV)

O virus Zika é um arbovirus membro da familia Flaviridae, do género flavivirus.

A maioria dos virus desta familia é transmitida por picadas de mosquitos.

A familia Flaviviridae corresponde a uma familia de virus que € composta pelos

seguintes géneros:

1)-Género Flavivirus com 67 espécies de virus humanos e animais
identificadas. Apresenta como principais representantes os virus da febre
amarela, do Nilo Ocidental, Dengue, da encefalite japonesa e o ZIKV; 2)-
Género Hepacivirus com um representante, o virus da hepatite C; 3)- Género
Pestivirus com virus que infectam animais mamiferos como o da diarreia viral
bovina e o da peste suina. (ICTV https://ictv.global/taxonomy/ acessado em
12/2021).

A familia Flaviviridae conserva caracteristicas de morfologia da particula viral,

organizacdo do genoma e estratégias de multiplicacéo similares, sdo assim nomeados
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a partir do virus da febre amarela, “flavivirus” que significa amarelo em latim. (Figura-
5b).

Tal como outros membros do género flavivirus, os Zika virus sdo envelopados e
contém um genoma de RNA de cadeia simples de polaridade positiva (SSRNA) com
cerca de 11 kilobases que é traduzido como uma Unica poli proteina, posteriormente,
clivada por proteases virais ou do hospedeiro em trés proteinas estruturais e sete

proteinas ndo estruturais (NS).

a
Non coding Non coding

' RNA RNA )

5— =3
Polyprotein encoding RNA
NS2A v
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Structural proteins Non-structural proteins
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Genomic RNA
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Lipid Membrane

Figura 5. Representagdo esquemética do genoma do ZIKV e suas proteinas codificadas.

a) O RNA de ZIKV de 10.617 nucleotideos codifica uma poli proteina que fornece trés
proteinas estruturais do envelope, pré-membrana / membrana, proteina da cépside e sete
proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. b) Proteinas
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estruturais, como proteinas de membrana e de envelope, sdo exibidas na superficie externa
da membrana viral e permitem que a membrana lipidica se enrole em torno do
nucleocapsideo.®3

O principal papel da proteina E € a participacdo na replicagdo viral e no
processo de ligacéo e fusdo as células do hospedeiro, sendo por isso a proteina de
superficie mais abundante do virus Zika. E formada por trés dominios (DI, DII, DIII).
Possui apenas um local de glicosilagdo (Asn154) que aparece como uma pequena
projecéo na superficie do virus.®¢37 A presenca de locais de glicosilagcdo tem sido
associada a danos neurolégicos em cepas asiaticas causadoras de SGB e MC.* O
primeiro dominio esta envolvido na organizacdo da estrutura do invélucro, enquanto
0s outros dois dominios participam, por esta ordem, no contato entre monémeros e
na ligacdo ao receptor, com papel importante para a entrada do virus na célula

hospedeira.35:36

A proteina M surge por clivagem do dominio pr da proteina M. Este processo &
mediado pela intervencdo de proteases e da proteina prM, que irdo por sua vez dar
origem a proteina M na superficie dos virions, que estdo num estadio de maturacéo
mais avancado. E importante lembrar que a prM tem como funcgéo evitar agregacao
prematura da proteina E. As duas proteinas supramencionadas desempenham

funcGes imunogénicas.3%37

A proteina NS1, é crucial ao processo de replicacdo viral e controla ainda as
respostas imunes inatas. Esta promove a interacdo das proteinas prM e E durante o

processo de maturacédo do virus.3+37

Em seguida surge a proteina NS2B que funciona como cofator da NS3,
formando uma protease NS2B-NS3, que é fundamental no processo de replicacédo
viral. Em relacdo as proteinas ndo estruturais NS2A, NS4A e NS4B ainda nado se
conhece plenamente todas as suas funcdes, a excecao daquelas que fazem parte do

complexo de replicagéo viral na membrana do reticulo endoplasmatico.3337

A proteina NS3 é um elemento necessario a replicacdo viral, que apresenta
dominios de helicase e de protease. Consequentemente, estes dominios s&o
responsaveis pelas clivagens da poli proteina viral, que requer a ligacao do co-factor
NS2B.3¢

Das proteinas néo estruturais destaca-se a NS5, que é uma proteina essencial

a replicacdo viral e € composta por uma extremidade metil transferase (MTase) N-
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terminal, responsavel pelo capping na extremidade 5 do genoma e a metilagdo. Tem
ainda outra extremidade, uma RNA polimerase dependente RNA C-terminal (RdRp),

que desempenha a funcéo de sintese do RNA viral .37:38:39

1.4 Andlise Filogenética

O ZIKV se correlaciona filogeneticamente com outros que também séo
transmitidos pelos mosquitos, tais como o DENV, o virus do West Nile (WNV), a
encefalite japonesa (JEV) e a febre amarela (YF)3. Figura-6

Os virus da familia Flaviviridae conservam caracteristicas de morfologia da

particula viral, organizacdo do genoma e estratégias de multiplicacdo similares.3

O ZIKV tem duas linhagens principais: a Africana e a Asiatica, que s&o
geograficamente e temporariamente distintas. A primeira inclui estirpes isoladas na
Africa Central e Ocidental, enquanto a segunda inclui estirpes isoladas no Sudeste
Asiatico, mais concretamente na regido do Pacifico e em todo o continente

americano.?*

As duas linhagens diferem em cerca de 90% de sua sequéncia de nucleotideos

e 59 aminoacidos na poliproteina.
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Zika virus French Polynesia 2013
| Zika virus Thailand 2014
Zika virus Brazil Natal 2015
IZlka virus Dominican Republic 2016
$ Zika virus Cambodia 2010
+ Zika virus Yap State 2007
% Zika virus Philippines 2012
4" Zika virus Malaysia 1966
-Zika virus Central African Republic 1968
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Figura 6. Arvore filogenética com representacdo das duas linhagens de ZIKV identificadas
que estdo em destaque: a vermelho (asiatico) e verde (africano).®*

Estudos filogenéticos apontam que a estirpe brasileira tem uma estreita ligacéo
com a epidemia verificada na Polinésia na Ilha Yap, compartilhando a mesma
linhagem asiatica.34*° Provavelmente, dois desses eventos ocorreram, um na de YAP
e outro na Polinésia Francesa. O virus em sua trajetoria sofreu recombinacdes
genéticas que podem ser responsaveis por sua maior patogenicidade se associando,
direta ou indiretamente, a ocorréncia de danos ao SNC de fetos humanos (S139N
sofrida no gene que codifica uma proteina estrutural do virus PrM, ocorrida em
2013).40

Esta hipdtese foi levantada apds a comparacdo de isolados do ZIKV de
epidemias da América do Sul entre 2015 e 2016, que causavam microcefalia, com um
virus que circulou no Camboja, na Asia, em 2010, que ndo causava microcefalia. 4142
J& outros estudos sugerem que a resposta imunoldgica a anticorpos anti-flavivirus
heterdlogos, principalmente do virus da Dengue possa estar envolvida nas

complicacées associadas a infecgdo por ZIKV.#
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Além disso, varias outras altera¢des ocorreram como por exemplo, uma maior
adaptacdo do ZIKV aos mosquitos do género Aedes, na América do Sul, facilitando

sua transmissao.

Uma hipétese alternativa é que o surgimento de doenca grave esteja associado
ao ZIKV, em fungao da sua alta incidéncia. Eventos de baixa frequéncia como SGB e
microcefalia s6 podem ser reconhecidos durante uma epidemia com grande namero
de casos que no caso do Brasil atingiu com particular intensidade as pessoas
negligenciadas pelas politicas publicas — ou seja, as pessoas que ndo tém acesso a
condicdes adequadas de habitacdo e saneamento, de infraestrutura sanitaria e a
melhor informacdo sobre prevencdo de doencas e redes de apoio (publicas,
comunitarias e familiares) de amparar, por meio dos servicos, as criancas e familias

afetadas pela microcefalia.

1.5 Ciclo de replicacéo viral

O ciclo da replicacédo do ZIKV inicia-se com a ligacao das particulas virais aos
receptores da membrana plasmatica da célula hospedeira. Os receptores sao:
moléculas de adesao intercelulares especificas, tais como: as nao integrinas (3-
grabbing non-integrin), imunoglobulinas transmembranas, a mucina e as familias
Tyro-3, AXL e Mer.#?

As particulas entdo sédo internalizadas em vesiculas revestidas por clatrina por
endocitose e dao origem ao endossoma. ApOs a entrada, ocorre a perda da
nucleocépsideo que € libertada para o citoplasma, em consequéncia da fusdo do
involucro viral com a membrana do endossoma, mediada por uma diminui¢do do ph e

pela proteina do invélucro viral (E).%®

O RNA viral é liberado para o citoplasma do hospedeiro, onde acontece a sua
traducdo numa Unica poliproteina que mais tarde sera clivada, por proteases virais e
celulares, em trés proteinas estruturais (C, E e M) e em sete ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5).

O RNA viral é replicado continuamente pelas proteinas ndo estruturais, em
locais que estao intimamente ligados com a membrana celular. Por outro lado, este

RNA viral, juntamente com as proteinas do capsideo sédo envolvidos pelas proteinas
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prM e E. 353642 A partir daf as particulas virais sdo transportadas para o complexo de
Golgi onde irdo sofrer maturagéo. Nesta fase ocorrem mudancas conformacionais,
sendo a primeira a nivel das proteinas virais (clivagem), proteina prM em M. Ocorre
também a exibicdo do dominio de fusédo de proteina E que ird se ligar aos receptores

da célula hospedeira quando for libertado.?35

Através da exocitose as particulas virais séo liberadas para o exterior da célula
(Figura — 7).3543
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Figura 7. Ciclo replicativo do ZIKV.
Fonte: Adaptado de https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/yellow_fever_virus.

1.6 Transmissao vetorial

O ZIKV, tal como outros flavivirus, é transmitido por duas vias possiveis: a via

vetorial e a via ndo vetorial.*2

A via mais comum e competente é a vetorial, através da picada do mosquito

infectado.

A rapida expanséo do ZIKV nas Américas foi causada pelo comportamento do
seu vetor. E altamente adaptavel a lugares domésticos e vivem em associacdo com
humanos em suas casas urbanas. Seus ovos sao resistentes a dissecc¢éo e a larva se

desenvolve rapidamente em climas tropicais e subtropicais.*3 44
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A transmissao do ZIKV por picada de mosquitos é complexa, porque envolve
vérias espécies de mosquitos. Até o momento, o ZIKV foi isolado de 17 espécies de
mosquitos Aedes, bem como dos mosquitos Anopheles gambiae, Anopheles coustani,
Culex perfuscus e Mansonia uniformis.*>4647 Entre esses Varios tipos de mosquitos, a
transmissdo do ZIKV para humanos foi relatada apenas pelas fémeas de Aedes
aegypti, Aedes albopictus, A. hensilli (responsavel pelo surto na llha Yap) e A.
polynesiensis (responsavel pelo surto na Polinésia Francesa).*” Os mosquitos A.
albopictus sdo suspeitos de transmissdo mais ampla do virus devido a sua extensa
distribuicdo geografica em regides tropicais, subtropicais e temperadas. Nas
Américas, A. aegypti e A. albopictus séo identificados como os principais vetores de

transmissao humana.24:45. 47.48.49,50

O virus € mantido em circulacéo através de dois ciclos: o silvatico e o urbano
(Figura 8). No ciclo silvéatico o virus circula apenas entre os primatas nao humanos
(principais reservatorios) e 0s mosquitos. Ja no ciclo urbano, o virus circula entre os

mosquitos e os humanos. 4348
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Figura 8. Ciclo de transmissao silvatico e urbano do ZIKV.
Fonte: (adaptado Rather, Lone, Bajpai, Paek e Lim, 2017).

Ao longo de milhares de anos o género Aedes foi se adaptando ao ambiente
domeéstico para se reproduzir. Nessa medida, comecaram por depositar 0s ovos em
reservatorios de agua estagnada. Numa segunda fase, para conseguirem sobreviver,
comecaram a se alimentar do sangue humano através da picada de mais de um
individuo. Este mecanismo permitiu que ndo somente este virus, mas também outros

se adaptassem de modo a conseguir infectar o homem.

Normalmente as picadas ocorrem durante o dia, quer dentro, ou fora das

habitagfes.434547:51

O ZIKV tem uma alta capacidade de se espalhar mundialmente uma vez que

existe uma ampla distribuicdo de mosquitos do género Aedes por todo o mundo.*®
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Os mosquitos Aedes aegypti, além de serem responsaveis pela transmissao de
Zika, também estdo envolvidos na transmissdo de outros arbovirus como dengue
(DENV) e Chikungunya (CHIKV) e foram os responsaveis pela epidemia de Zika

ocorrida no Brasil.*®

1.7 Transmissao nao vetorial

O ZIKV é também transmitido por via sexual, vertical (mae-filho) %2, por
transfusGes de sangue %3545 e transplante de 6érgdos. Treze paises ja relataram
transmissdo de pessoa a pessoa, provavelmente por via sexual.®? O virus pode ser
transmitido de homem para mulher, de homem para homem, e ainda de mulher para

homem.>*

O virus Zika foi isolado em outros fluidos corporais como: saliva, liquido
cefalorraquidiano, urina®* e leite materno®362:636566 onde, apesar de infectivos, ndo
h& evidéncias epidemioldgicas da sua transmissao. No entanto, podem ser utilizadas
como materiais de deteccéo do ZIKV, uma vez que a carga viral permanece detectavel

por periodos mais longos do que no sangue. 5%:56:57.58,59.60.61Fjgyra-9

Como a epidemia foi decorrente da primeira circulacao do virus no pais, uma
grande parte da nossa populacdo pode ainda ser suscetivel ao ZIKV.
Consequentemente devemos manter alto grau de vigilancia/suspeicdo da doenca,

principalmente nas gestantes apds a epidemia.

Semen
Urine
-a— Plasma

Sallva

60

Time (days post onset of lliness)
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Figura 9. Cinética semiquantitativa das cargas de RNA do Zika virus em varios tipos de
amostras clinicas de acordo com o tempo apés o inicio da doenca, em um viajante holandés
retornando de Barbados, marco de 2016 *

1.8 Transmissao vertical

O ZIKV pode ser transmitido por via vertical, isto €, gestantes infectadas pelo
ZIKV podem transmiti-lo para o feto durante a gestacao através da placenta ou no

periparto.

A habilidade do ZIKV infectar e desenvolver alteracdes fetais se deve a
capacidade do virus atravessar a barreira placentaria.66:67.68.69.70.71.7279 A placenta faz
0 contato entre 0 sangue materno e as vilosidades coridnicas fetais. Cada vilosidade
€ revestida por trofoblastos que fornecem sangue e macréfagos placentarios para o
feto. Hoje sabemos que o ZIKV alcanca a placenta fetal e o corddo umbilical,
citotrofoblastos através de macréfagos placentéarios (células de Hofbauer). Isso resulta
na inducéo de interferon 1, citocinas pro inflamatorias. No entanto, diferentemente de
outras infec¢cdes congénitas, o ZIKV ndo causa reacdo inflamatoria importante na

placenta e, portanto, ndo causa a morte celular deste tecido.

O exato mecanismo de penetracdo do ZIKV na barreira placentaria ainda nao
estd bem estabelecido, no entanto, na transmissédo vertical a principal rota da méae

para o feto esta descrita na Figura-10.

Causam danos as vilosidades e chegam a camada de sinciciotrofoblasto
2. Infectam diretamente a camada de sinciciotrofoblasto
3. Infectam as células endoteliais da micro-vasculatura materna e os trofoblastos
extra vilosos.
Atravessam a barreira placentéaria através das células imunes maternas
Sado transportados de forma paracelular e transcelular (ex, através de
imunoglobulina) do sangue materno pelas vilosidades para os capilares fetal.
6. Infectam ascendentemente o concepto (menos comum).
Qualquer infec¢éo viral placentaria que desencadeie uma resposta inflamatoria

moderada pode n&o terminar com a morte fetal e sim ativar o sistema imune
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materno e do feto promovendo resposta inflamatoria que pode causar sequelas
neurolégicas e outras, como na infeccéo pelo ZIKV.”® Figura-10

Infecgdo pelo ZIKV ZIKV atravessa a barreira placentiria
durante qualquer
periodo da gestagio (Mecanismo ainda ndo elucidado)

:| NEUROTROPISMO DO
o| ZIKV:

: Observado em
organdides neurais
humanos

Modelos murinos

TRANSMISSAQ
VERTICAL DO ZIKV

DESFECHOS

| POTENCIAIS
Microcefalia
Restrigdo do
crescimento
intrauterino
Anormalidades
oculares
Desfecho a longo
prazo: desconhecido

Figura 10. Transmisséo vertical e doenca congénita induzida por ZIKV.
Fonte: Adaptado de Coyne &. Lazear, 2016).7°

A Zika congénita ocorre quando uma mulher € infectada pelo ZIKV durante a

gestacdo, antes do parto.

A transmisséao vertical do ZIKV ndo ocorre em todas as gestantes infectadas e
a infeccao congénita sintomatica também néo ira ocorrer em todos os fetos expostos

ao ZIKV. Na literatura a taxa de transmissao vertical varia entre 26 a 35%.62. 63. 64,65

Pouco se sabe até o momento sobre a taxa de infeccdo entre gestantes
assintomaticas ou oligossintomaticas e sua taxa de transmissdo vertical; até o

momento ndo foram realizados estudos com essa populacao.

Normalmente, como visto com outros agentes etiologicos, as gestantes séo

mais gravemente afetadas do que as mulheres néo gestantes.’*"?

As alteracdes imunologicas durante a gravidez podem ajudar a explicar a
gravidade alterada e a suscetibilidade a doencgas infecciosas na gestagéo. Conforme

a gravidez avanca, os niveis hormonais mudam e sdo consideravelmente mais altos
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do que em qualquer outro momento. A interagdo entre os hormdénios sexuais e 0

sistema imunolégico é complexa e multifatorial, e afeta muitos sistemas organicos.®’

As diminuicdes da imunidade adaptativa observadas em estagios mais
avancados da gravidez sdo consistentes com o aumento da transmissao de certas
doencas infecciosas durante esse periodo na gravidez. Diminuicdes no nimero e na
funcéo das células CD4 +, CD8 + e natural killer podem afetar as respostas antivirais,
antifingicas ou antiparasitarias e retardar a eliminacdo do microrganismo agressor.
No entanto, o aumento da imunidade inata observado durante a gravidez pode ajudar

a prevenir a gravidade das les6es.%8%70.72 Figura-11

Increased severity:
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Hepatitis E
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infection

T

Monocytes and phagocytosis
Dendritic cells
Polymorphonuclear cells

a-Defensins
%egulalory T cells

!
]
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CD8+ T cells
B cells
Natural killer cells
Cytotoxicity

Figura 11. AlteragBes hormonais e imunolégicas durante a gestacao.
Fonte: Pregnancy and infection. Review. N Engl J Med 2014 Jun 5;370(23):2211-8. doi:
10.1056/NEJMral1213566°

Diversas teorias tém sido propostas para explicar as altera¢des imunoldgicas

gue ocorrem durante a gestacdo. No entanto, as informacdes sobre as tendéncias

longitudinais dessas alteracdes durante a gravidez séo limitadas.

22



A elucidacédo das alteracfes e adaptagBes imunoldgicas que ocorrem durante
a gravidez sugere que 0s conceitos mais antigos de gravidez como um estado de
imunossupressao sistémica sdo simplificados demais. Um modelo mais util pode ser
a visdo da gravidez como uma condi¢cdo imunolégica modulada, ndo um estado de

imunossupressao.®®

Além disso, a placenta € um sitio imunolégico ativo, capaz de interagir e
responder a patdégenos. O tropismo placentario de patégenos especificos (por
exemplo, Listeria ou P. falciparum) afeta a suscetibilidade e a gravidade de certas
doencas infecciosas durante a gravidez, bem como os resultados da gravidez.%%70 A
infeccdo placentaria que induz a producéo de citocinas inflamatérias pode ativar o
sistema imunol6gico materno e causar dano placentario e aborto espontaneo ou parto
prematuro.’>"2 Embora uma infeccéo viral da placenta que desencadeia uma resposta
inflamatoria leve possa ndo interromper a gravidez, ela pode ativar o sistema
imunologico materno ou do feto, potencialmente promovendo uma resposta
inflamatoria que pode levar ao dano do neurodesenvolvimento de longo prazo ou

outras sequelas, incluindo doencas da prole na idade adulta.”®7*

Apesar do periodo embrionario ser considerado o de maior risco para multiplas
complicacBes decorrentes de processo infeccioso, sabe-se que 0 sistema nervoso
central permanece suscetivel a complicacées durante toda a gestacao e até apos o
nascimento, durante o seu crescimento.*?13 O perfil de gravidade das complicacoes
da infeccdo pelo virus Zika na gestacdo dependera de um conjunto de fatores, tais
como: imunidade materna, estagio de desenvolvimento do concepto, carga viral,
viruléncia viral, linhagem do ZIKV mais virulenta e mecanismo patogénico especifico

do virus zika.”3 "4

Alguns trabalhos mostram que anticorpos (Acs) DENV podem aumentar a
captacdo de ZIKV nos sincicios trofoblastos e nas células endoteliais fetais da
placenta em um mecanismo dependente de receptor Fc neonatal fetal, Fc RN,
apoiando o papel de aprimoramento dependente de Acs da patologia ao ZIKV in vivo
em humanos. Maes com Acs contra DENV demonstrariam ter filhos com fendétipo de

microcefalia mais grave.’#7>.7¢

A transmissao perinatal do ZIKV ocorre quando a gestante é infectada nas 2

semanas antes do parto ou no momento do nascimento. Quando a transmisséo para
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o0 bebé é perinatal, o recém nato pode desenvolver sintomas como exantema

maculopapular, conjuntivite, artralgia e febre. 12

A transmissao perinatal por outros flavivirus est4 associada a doenca grave ao
nascimento como na dengue, quando os recém-nascidos podem apresentar anemia,
plaquetopenia, leucopenia e hemorragia ou na infec¢ao perinatal por CHIKV quando
0s recém-natos podem apresentar quadro de sepse neonatal associada ao

acometimento neuroldgico.”

O momento gestacional em que a mae € infectada pelo ZIKV parece ter, como
em outras infec¢des congénitas, uma importante relagdo com o grau de acometimento
do feto. Sendo assim, quanto mais tardia a infeccdo durante a gestacdo, menor o
envolvimento do feto, como ja citado anteriormente, apesar de mais frequente a

transmissao mae-feto. ’*

A apresentacao clinica da infeccdo pelo ZIKV parece ser similar em mulheres
gravidas e nédo gravidas, e ainfec¢céo congénita, portanto, sugere que possa acontecer

mesmo em gravidas assintomaticas.5>"2

Viremia persistente na gestante pode agir como fator prognostico, pois RNA
viral detectado até 107 dias ap0s inicio dos sintomas pode indicar replicacao viral no

feto ou na placenta.>?5

ndamero
€asos

semana epidemiologica

confirmados = - em in'.-estigagéo nac total notificados
confirmados

Figura 12. Casos de sindrome congénita do ZIKV: confirmados, em investigacdo e
descartados. Fonte: Brasil, semanas epidemioldgicas 2015-2016.
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Tomando como base outras infec¢coes congénitas, lactentes infectados pelo
ZIKV durante a gestacdo podem ser assintomaticos ao nascimento e as alteracdes
neuroldgicas ou outras, aparecerem meses ou anos apos, como, por exemplo, na

infeccdo congénita por citomegalovirus e toxoplasmose.’®"® Figura-12

1.9 Patogénese do ZIKV no SNC, suas altera¢cdes e Microcefalia

A infeccéo pelo virus Zika e sua associacdo com microcefalia e sindrome de
Guillain-Barré criaram uma urgéncia para entender os mecanismos dessa doenca.
8384 A probabilidade de microcefalia (sem outros fenétipos possiveis) fetal em

gestantes infectadas pelo virus Zika variou nos trabalhos cientificos entre 1 a 13%.84

A provavel causa de microcefalia e outras lesées do SNC pode ser explicada
pelo fato de o ZIKV preferencialmente infectar células progenitoras neurais (NPCs, do
inglés neural progenitor cells) 1>8Como demonstrado em estudos anteriores, 0 ZIKV
tem a capacidade de infectar estas células, resultando em alteracdes na expressao
de proteinas relacionadas ao ciclo celular, indugédo do apoptose e comprometimento
da producdo de novos neurdnios'®®® A proliferacdo e a autorrenovacdo das NPCs,
bem como a sua diferenciacdo, migracao neuronal e maturacdo, sdo essenciais para
o desenvolvimento embrionario normal do cérebro de mamiferos.®2 Dessa forma, a
funcao do circuito neural pode ser drasticamente afetada pelas variacdes no nimero
de células neurais que sdo produzidas durante o desenvolvimento. Assim, a
incapacidade de produzir novos neurdnios, por sua vez, pode levar a microcefalia

fetal.

Analogamente, a infeccéo de culturas de organoides de neuroesferas humanas
in vitro com o ZIKV comprometeu seu crescimento e levou a um aumento da morte
celular 8 A infeccédo direta de NPCs pode néo ser o Unico fator que contribui para a
microcefalia induzida por ZIKV. A infeccdo de células da crista neural craniana pode
resultar na producdo de citocinas inflamatérias que agem de forma paréacrina

causando a eliminacdo das NPCs ao promover o processo de apoptose.&

O mecanismo através do qual o ZIKV interage com a maquinaria molecular do
hospedeiro e compromete a neurogénese in vivo ainda ndo esta bem elucidado, mas
alguns autores sugerem que a expressao da proteina NS2A do ZIKV (mas néo a

proteina NS2A de DENV), diminui a proliferacdo, causa a diferenciacdo prematura de
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células gliais radiais (CGRs) e favorece o posicionamento anormal de neurdnios

jovens.

Conforme indicado, o ZIKV infecta células radiais da glia (RGs), que também
sdo importantes para o desenvolvimento do CNS.!"® RGs estdo alojados
profundamente dentro do embrido e cérebro fetal de onde projetam fibras radiais para
a superficie da pia do cortex. 17° As fibras radiais formam um esqueleto de tecido que
orienta a migracado de neurdnios recém-nascidos para suas posi¢des corretas na placa
cortical. RGs também atuam como células-tronco neurais, com potencial para
diferenciar em diversos tipos de células neuronais e gliais, incluindo neurénios,
oligodendrdcitos e astrdcitos. Portanto, a erradicacdo de RGs (por exemplo, por
infecc¢des virais) pode levar a defeitos graves de desenvolvimento e formagé&o cortical
limitada. Particulas de ZIKV foram detectadas nos RGs de cérebros de camundongos
infectados.''® A infeccdo por ZIKV de RGs pode ser facilitado pela expressédo do
candidato ZIKV putativo receptor AXL no coértex, com expressdo muito forte na
fronteira com o ventriculo lateral e o SVZ externo,'® uma regido onde RGs sdo

conhecidos por residirem em humanos.!8!

Isto ocorre através de interacdes entre os componentes de NS2A com o0s
complexos de juncdes de adesédo que permitem a aderéncia célula-célula, como
evidenciado no cortex embrionario de camundongos, cujas alteracdes resultaram em
formac0Oes aberrantes dessas juncdes e de suportes (scaffolds) de fibras gliais radiais.
De forma similar, reduziu a proliferacdo de CGRs e levou ao déficit de juncdes de

adesdo em organoides de prosencéfalo humano.®

Isso indica que a infeccéo pelo ZIKV esta associada com a inibicdo da migracao

de neurdnios levando a patologias como a lisencefalia, agiria. Figura- 14

Além disso, estudos em humanos e em modelo animal demonstraram que a
infeccéo pelo ZIKV pode resultar na persisténcia de virus infecciosos e acido nucleico
viral em varios fluidos corporais (por exemplo, sémen, saliva, lagrimas e urina) e em
orgaos-alvo, incluindo os locais imunoprivilegiados (por exemplo, olhos, cérebro e

testiculos) e no trato genital feminino®! Figura - 13
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Figura 13. Tropismo celular e tecidual de ZIKV.

Estudos em humanos e em modelos animais (camundongos e primatas ndo-humanos)
detectaram a presenca de ZIKV no cérebro, olho, fluidos corporais, utero e vagina, testiculo e
placenta. Fonte: Adaptado de MINER e DIAMOND, 2017.%

Em resumo, a morte celular, defeitos de migracao neuronal e proliferacdo mal
direcionada e reduzida associada a infeccdo por ZIKV de NPCs podem levar a
formacdo de um coértex mais fino do prosencéfalo em desenvolvimento. 868788389

Figura-14
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Figura 14- Defeitos de migracao neuronal.

Durante a formacdo do coértex neural, os progenitores neurais sdo gerados na zona
subventricular (SVZ) de onde eles migram ao longo das fibras gliais radiais para a superficie
da pia mater. O cortex se desenvolve de forma de “dentro pra fora”. Os neurdnios primogénitos
se diferenciam e ocupam as camadas VI e V, e os produzidos posteriormente residirdo nas
camadas IV, lll, Il e I. Desse modo, a camada | € a Ultima a se formar. Presume-se que a
deplecéo induzida por ZIKV de NPCs resultou de uma microcefalia ao cortex neural mais fino.
15 Funcbes celulares e moleculares putativas do virus Zika em neuropatologias fetais e
pediatricas. Fonte: Gharbaran R, et al.2018

1.10 Caracteristicas da infec¢do congénita pelo ZIKV

As caracteristicas clinicas da Sindrome Congénita do ZIKV sdo consequéncias
da alteracdo direta da injuria neuronal e da perda volumétrica do tecido cerebral.
Embora varias caracteristicas sejam similares ao TORCH, h& 5 caracteristicas que
raramente sdo vistas em outras infecgdes congénitas e unicamente na infeccéo pelo
ZIKV:

1- Microcefalia grave com colapso do cranio, consistente com sequéncia de

ruptura cerebral fetal.
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2- Cértex cerebral com calcificacdes subcorticais.

3- Cicatriz macular e manchas retinais pigmentares focais.
4- Contraturas congénitas (artrogriposes).
5- Hipertonia grave e sintomas de envolvimento do sistema extrapiramidal.

Figura 15. Bebé com Sindrome Congénita da Zika.

Embora a microcefalia seja o desfecho mais grave observado na Sindrome
Congénita do Zika, varias outras alteracdes neurolégicas podem ser observadas.

Figura - 15

A variabilidade nos resultados pré-natal apos infeccdo pelo ZIKV sugere um
espectro fenotipico continuo ou agrupamentos fenotipicos discretos. Neste ponto, ha
mais evidéncias em apoio de clusters fenotipicos discretos, mas efeitos quantitativos

sutis podem demorar mais para serem percebidos.848586

Os principais achados radioldgicos na infecc¢ao intrauterina pelo Zika virus com

envolvimento do sistema nervoso central incluem microcefalia, ventriculomegalia e
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calcificagdes multifocais no cértex e substancia branca subcortical, bem como atrofia
cortical.

A RM perinatal e a TC permitem o diagndstico de paquigiria, disgenesia do
corpo caloso e uma pequena fontanela anterior com fechamento prematuro de suturas

cranianas.®%92.93.94.9 Figura-16

Figura 16. Calcificacdes cerebrais em um feto de 37 semanas com infec¢cdo congénita pelo
zika virus adquirido durante a 122 semana de gestacéao.

(a) Imagem de US transabdominal mostra calcificacbes (seta) na superficie do cérebro. (b)
Microcefalia com atrofia cortical e ventriculomegalia em feto de 36 semanas com infec¢éo
congénita pelo zika virus adquirido no primeiro trimestre de gestacdo. Imagem axial de RM
fetal ponderada em T2 mostra microcefalia com atrofia cortical difusa, que é mais evidente
nos lobos occipitais, juntamente com ventriculomegalia associada (*). Um padrao simplificado
de sulcos corticais e giros (seta) também é mostrado®.

Como consequéncia clinica das alteracGes estruturais do SNC, destacam-se a
hipertonia global grave com hiperreflexia, irritabilidade, hiperexcitabilidade, choro
excessivo, disturbio de degluticdo, além de respostas auditivas e visuais
comprometidas. Algumas criancas apresentam crises convulsivas ja no periodo
neonatal, e um aumento ou diminuicdo da frequéncia destas crises durante o seu
seguimento. As crises epilépticas sdo mais evidentes a partir dos trés meses de idade

e 0Ss espasmos epilépticos o tipo mais comum.

Os exames de imagem do SNC (ultrassonografia transfontanela, tomografia e
ressonancia magnética) passaram a ajudar a definir essa nova sindrome, com
caracteristicas distintas das observadas em recém-nascidos com microcefalia
provocada por outras infeccbes congénitas, mostrando marcantes calcificacbes
difusas, puntiformes e predominando na juncdo cértico-subcortical, podendo estar

presente ainda no tronco, nucleos da base e regido periventricular. Outros achados
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incluem comprometimento do padrdo de migracdo neuronal, além de dilatacdo
ventricular, atrofia cortical, atrofia de tronco ou cerebelo e disgenesias do corpo
caloso®. A andlise do eletroencefalograma evidencia anormalidades de natureza ndo
epileptiforme inespecificas, mas também variaveis anormalidades epileptiformes
(focais, multifocal ou generalizada, podendo evoluir para o padrdo hipsarritmico),

devendo fazer parte do protocolo de seguimento dessas criangas.8:9.97

Numa frequéncia menor de pacientes foram identificadas deformidades
0sseas, em especial a artrogripose (contraturas congénitas) e pés tortos congénitos,

consequéncia da baixa mobilidade do feto intrautero.

Anormalidades oculares ja foram documentadas nessa populacdo, sendo
descritos casos de atrofia macular, além de nistagmo horizontal, alteragdo na retina,
no nervo optico e bem como alteracdes auditivas avaliadas pelo BERA/PEATE
(Potencial Evocado Auditivo do Tronco Encefalico: uma analise metacognitiva
("processamento”) dos eventos sonoros ("auditivo”) e que envolvem,
predominantemente as estruturas do sistema nervoso (“central” = vias auditivas e

cortex)).?7.%8

Embora o fenotipo de SCZ tenha sido descrito em detalhes em série de casos,
o impacto do risco especifico de desfechos adversos fetal, como morte fetal, baixo
peso, pequeno para idade gestacional, prematuridade pela infeccdo congénita pelo

ZIKV ainda ndo foram bem quantificados em estudos epidemiologicos robustos.

1.11 Diagnéstico da infeccéo pelo ZIKV

1.11.1 Diagnéstico Clinico da Infeccéo pelo ZIKV

Muitas pessoas infectadas com o ZIKV sdo assintomaticas. Constatacdes
clinicas caracteristicas sao febre baixa (menor que 38,5 C) de inicio subito por 1 a 2
dias, exantema maculopapular pruriginoso de duracdo de 2 a 7 dias, artralgia e/ou
artrite (intensidade leve a moderada) e conjuntivite ndo purulenta em grande parte dos
casos. Outros sintomas geralmente relatados incluem mialgia e dor de cabeca. A
manifestacao clinica da doenca é geralmente leve com sintomas que duram de alguns

dias a uma semana. Doenca grave que requer hospitalizacdo é incomum, e o indice
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de letalidade é baixo. No entanto, houve relato de casos de encefalite,
meningoencefalite e sindrome de Guillain-Barré em pacientes apds suspeita de

infeccéo pelo Zika virus.202526

Os sinais e sintomas sao inespecificos e os principais diagnosticos diferenciais
séo as infec¢des causadas pelos DENV e CHIKV.

Até o momento, no entanto, ainda ndo sabemos quando a apresentacao clinica
da infeccdo pelo ZIKV em gestantes difere em relacdo a populacédo geral e até o
momento a maioria dos estudos epidemioldgicos realizados nao foram capazes de
lancar luz sobre esta questdo, pois recrutaram apenas gestantes sintomaticas,
suspeitas da infeccdo pelo ZIKV.?® Halai et al., mostra em seu trabalho que ndo ha
associacao entre gravidade dos sintomas maternos e alteragdes no concepto, assim

como niveis de viremia. 1°°

1.11.2 Diagnostico laboratorial da Infecgéo pelo ZIKV

O teste de laboratorio padrdo-ouro para o diagndéstico de infeccdes virais € a
cultura viral. No entanto, ele vai depender de alguns fatores como o momento da
coleta e a carga viral nas amostras, além da dificuldade da sua reproducdo nos

laboratorios.

Hoje, o método de escolha para o diagnostico de ZIKV é a deteccédo molecular
do RNA deste virus no sangue, no entanto, a janela para a positividade deste teste é
curta especialmente no sangue (até 7 dias apdés inicio dos sintomas). Na urina essa
janela pode se estender por até 30 dias. Assim, RT-gPCR negativo ndo descarta a
infeccdo pelo ja descrito acima %2 e, portanto, mesmo com a alta sensibilidade e
especificidade, o processo de detec¢cdo do genoma do virus, ndo € isento de

dificuldades.921% Figura- 9

Apés a fase aguda, podemos lancar mdo de métodos indiretos como a
deteccédo de ACs contra o ZIKV. Os testes soroldgicos (Enzyme-linked immunosorbent
Assay) sao afetados pelo periodo da infeccdo que foi coletado. A imunoglobulina M
(IgM) pode ser detectada por imunoensaio enzimatico no terceiro dia do inicio dos
sintomas e pode durar mais de 2 meses.*®1920s anticorpos IgG surgem apés o IgM e

geralmente persistem por 3 meses e 5 meses.'9103 |gM negativa ndo pode afastar a
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infeccdo j& que a espécime pode ter sido coletada antes do aparecimento desses
anticorpos, ou apés sua queda. Inversamente, anticorpos IgM podem ser detectados
meses apos a infeccdo; para gestantes, é especialmente dificil determinar se a
infeccdo ocorreu antes, durante ou apés a gestacdo.%*Em adicéo, reacédo cruzada
ocorre de Anticorpos IgM para ZIKV com outros flavivirus e assim, podemos ter falsos

positivos como resultado do teste.105:106

Anticorpos neutralizantes detectados pelo teste de neutralizagédo por reducao
em placa (PRNT) podem ser mais especificos do que a detec¢do de IgM por ELISA
para infeccdo primaria por ZIKV, mas também podem ter resultados indeterminados
para infeccdo secundaria, incluindo pacientes com vacinag¢do posterior de febre
amarela ou expostos a outros flavivirus.1%197 |sso é especialmente probleméatico em
areas onde ha co-circulagao de multiplos flavivirus com os mesmos vetores. Pacientes
com infecgé@o primaria por ZIKV e infec¢do passada por DENV provavelmente tém
maior titulo (geralmente 4 vezes) de IgM e / ou anticorpos neutralizantes contra o ZIKV
do que contra o DENV ou outros Flavivirus'®, Em areas com casos locais de DENV,
mas nao de ZIKV, um teste sérico positivo para o antigeno DENV NS1 com aumento
externo da IgM ou a combinacédo de uma resposta IgM positiva a DENV e a falta de
uma soroconversao de IgG na amostra sérica de fase inversa deve mostrar ao clinico
gue investigue outro Flavivirus, como o ZIKV. Além disso, coinfec¢cdes com outros
arbovirus transmitidos por mosquitos, como DENV, CHIKV, WNV e virus da encefalite
japonesa, sdo sempre possiveis e devem ser excluidas por testes laboratoriais mais

extensivos, se clinicamente indicado.08:10°

O diagnostico rapido e preciso da infeccdo por ZIKV durante as epidemias
recentes foi alcancado principalmente pela aplicacdo de RT-gPCR usando primers
direcionados ao gene E ou NS5 do ZIKV. 106:110,111,112

Alternativamente, o sequenciamento de RT-qPCR utilizando primers
universais que sao conservados em regides nos genomas, como o gene NS5, de
multiplos flavivirus, podem permitir a deteccdo simultanea de > 50 flavivirus
diferentes.'*®* As amostras de soro devem ser coletadas na fase inicial da doenca,
porque a viremia geralmente dura pouco (geralmente 5 dias, raramente até 11 dias) e
pode estar abaixo do nivel detectavel (102 cépias / mL).>4106 Alternativamente, as
amostras de urina podem ter cargas de RNA viral mais altas (> 106 cépias / mL) do
gue as amostras de soro e podem ser persistentemente positivas para > 30 dias ap0s

0 inicio dos sintomas.'*FIGURA -9 Em poucos casos, 0 RNA do ZIKV também foi
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detectado em amostras de saliva e de swab nasofaringeo de pacientes cujas amostras
de soros apresentaram resultado negativo para o ZIKV. Portanto, essas amostras
também devem ser coletadas em casos suspeitos de infeccdo pelo ZIKV. 115 116 A
coleta de liquido amniético deve ser considerada em mulheres gravidas com resultado
positivo no teste de ZIKV ou se os fetos mostrarem evidéncias ultrassonograficas
sugestivas de infeccdo congénita pelo ZIKV%117Tecidos do corddo umbilical de
neonato com suspeita de infeccdo congénita por ZIKV devem ser enviados para
exame viroldgico e / ou histopatoldgico para estabelecimento do diagnéstico.

O RNA do ZIKV também pode ser detectado em tecidos de 6rgdos nos casos
raros de mortes suspeitas relacionadas ao ZIKV. Os estudos futuros devem estratificar
melhor o uso clinico desses testes e desenvolver testes no local de atendimento (por
exemplo: testes de antigenos que pode ser amplamente utilizado em regidées menos
desenvolvidas sem as facilidades e a experiéncia para testes moleculares ou

sorolégicos como ELISA.99:100.105

1.11.3 Diagnéstico de Infeccdo Congénita pelo ZIKV

O CDC recomenda que testes laboratoriais devam ser realizados em todos 0s
bebés com clinica sugestiva de infeccao congénita, que viajaram ou moram em areas
de transmissao. No bebé devemos realizar RT-gPCR para o ZIKV do soro ou urina e
IgM ELISA no soro e esses dois exames podem ser realizados no liquido
cerebroespinhal quando este estiver disponivel. Testagem no corddo umbilical para
diagndstico de infecgdo vertical, ndo é recomendado pelo risco de contaminacgéo pelo
sangue materno. Para a distin¢cdo entre infec¢cdo congénita, perinatal ou pés natal, o
CDC recomenda a realizacéo desses testes até os 2 primeiros dias de vida. A infec¢ao

congénita é confirmada quando o RNA viral é detectado em espécimes do RN a
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despeito do IgM. RN com IgM positiva para o ZIKV pelo ELISA, mas com RT-gPCR
negativo para ZIKV serdo classificados como provavel infecgdo congénita pelo ZIKV.
Se os resultados dos dois testes forem negativos, mas a clinica for altamente suspeita,
0 CDC sugere que seja utilizado o teste de neutralizacdo (PRNT) aos 18 meses de
vida, embora o PRNT n&o consiga distinguir entre anticorpos maternos ou infantis. 123

O teste de neutralizagédo por reducéo de placa (PRNT), pode ser usado para
ajudar a identificar resultados falso-positivos. Se a amostra inicial do bebé for IgM
positivo e RT-gPCR negativo, mas o PRNT néo foi realizado na amostra da méae, o
PRNT para Zika e virus da dengue deve ser realizado na amostra inicial do bebé. Se
o PRNT do Zika virus for negativo, isso sugere que o teste de IgM do Zika virus do

bebé é um falso positivo.

Se os resultados do PRNT aos 18 meses forem negativos, considera-se que o
bebé ndo tem infeccdo congénita pelo Zika virus. Se os resultados do PRNT forem
positivos, a infeccado congénita pelo Zika virus € presumida, mas a infec¢ao pos-natal
nao pode ser excluida, especialmente entre bebés que vivem em uma area com

transmisséao ativa do Zika virus e apresentem lesdes do SNC.*23

1.12 Neurodesenvolvimento

A ciéncia define o desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM) como um
processo de mudancas no comportamento motor e cognitivo de um individuo de

acordo com a idade.

Em outras palavras, é a capacidade que o individuo possui apés o
amadurecimento do sistema nervoso e cerebral para desenvolver tanto sinapses

mentais quanto habilidades motoras.

Esse processo de mudanca € muito importante para o ser humano, afinal,
guando o bebé nasce, seu sistema nervoso central ainda ndo esta completamente
desenvolvido. Como consequéncia disso, ele é totalmente dependente das pessoas

gue fazem parte de seu convivio.

Contudo, € a partir da sua estimulacdo, tanto sensorial quanto motora, que o
seu desenvolvimento ocorrerd e se manterd em constante evolugdo, auxiliando

também no seu processo de aprendizagem.
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E fundamental avaliar as fases de desenvolvimento das criancas nos primeiros
6-18 meses de vida, época em que alguma intervencdo terapéutica pode ser mais

eficaz.

A forma de posicionar as maos na boca, o primeiro sorriso, a primeira resposta
ao estimulo visual de luzes e cores, as primeiras palavras, o engatinhar e até mesmo
0 andar; todos esses momentos fazem parte do desenvolvimento neuropsicomotor

infantil.

Por isso, desde o nascimento até os 6 ou 7 anos, a crianca desenvolve
habilidades que precisam ser avaliadas com atencado, pois, se houver alguma
inconsisténcia nesse sentido, 0 acompanhamento profissional especifico precisa ser

acionado.

A ciéncia classifica o0 desenvolvimento neuropsicomotor no sentido
craniocaudal, portanto, em primeiro lugar, a crianca firma a cabeca, a seguir o tronco

e, depois, os membros inferiores.

A maturidade cerebral também ocorre no sentido péstero anterior, portanto,

primeiro a crianca fixa o olhar, a seguir leva a mao aos objetos etc.

A avaliacdo do desenvolvimento pelo pediatra € baseada nos marcos definidos
pela escala de desenvolvimento Denver Il. Deve-se avaliar o desenvolvimento social,

motor e da linguagem.

e Desenvolvimento social
e Desenvolvimento motor
e Desenvolvimento da linguagem

e Desenvolvimento do desenho

Na avaliacdo neuropsicoldgica infantil devemos acompanhar cada etapa desta

da evolucao da crianca que consiste em:

Desenvolvimento Social

e Olhar o examinador e segui-lo em 180° = 2 meses
e Sorriso social = 3 meses

e Leva mao a objetos = 4 meses

e Apreensao a estranhos = 10 meses

e Da tchau, bate palma = 15 meses
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e |mita atividades diarias = 18 meses
Desenvolvimento Motor

e Sustento cefalico = 4 meses
e Sentar com apoio = 6 meses
e Sentar sem apoio = 9 meses
e Pinga superior = 9 meses

e Em pé com apoio = 10 meses

e Andar sem apoio = 18 meses
Desenvolvimento da Linguagem

e Lalagédo = 6 meses

e Primeiras palavras = 12 meses
e Palavra frase = 18 meses

e Junta duas palavras = 2 anos

e Frases gramaticais = 3 anos

Ao avaliar o desenvolvimento neuropsicomotor de uma criancga, o profissional
deve estar preparado para sinalizar as possiveis tomadas de decisdes quanto a
reabilitacdo desse pequeno paciente, bem como saber auxiliar a familia neste

momento.128.129

1.13 BAYLEY Il (BSID Ill) e HINE (Hammersmith Infant Neurological Examination)

O Bayley Screening Test € uma ferramenta de triagem do desenvolvimento
para criancas até 42 meses baseada na Bayley scales of infant and toddler
development, ou Bayley Ill e demonstra ser um teste de alta confiabilidade na triagem
de criancas de risco para atraso no desenvolvimento.

E considerada padrdo ouro para avaliacdo do neurodesenvolvimento, pois
fornece resultados confiaveis, validos e precisos. Entretanto é um teste extenso, dura
cerca de 90 minutos de avaliacdo o que o torna dificil de ser implantando dentro de
um servico de seguimento de criangas de risco ou até mesmo na assisténcia primaria.

Pode ser aplicado ainda em lactentes pré-termo, criangas com HIV, autistas ou
portadoras de Sindrome de Down. A escala motora grossa é composta por 72 itens e
a motora fina por 66 itens, ja 0 dominio da linguagem é composto por 97 itens e a

escala cognitiva por 91 itens. O ambiente para a realizacdo do exame deve ser
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silencioso, ventilado e bem iluminado, com espaco suficiente para a crianga andar,
correr e pular. A pontuagéo consiste em fornecer um ponto para um comportamento
da crianga observado e zero para um comportamento nédo observado.

A BSID apresenta custo elevado, pois requer uso de kit especifico com
materiais de estimulo que inclui um manual. H& a necessidade de um treinamento dos
profissionais para a sua aplicagéo.!?8129.130.131

Os resultados obtidos pelas subescalas motora e mental sdo Uteis para
fornecer a familia um feedback sobre o desenvolvimento do seu filho, servindo para
monitorar a evolugdo do tratamento de criangas com riscos de alteracées motoras. E
Gtil ainda para a tomada de decis6es em uma intervencao precoce. Os dados desta
escala sédo considerados validos, confiaveis e objetivos, sendo bastante empregados
em pesquisas cientificas.*%

O desenvolvimento é classificado por escores, usando pontuacfes padrées
para o0 escore composto, que varia de 40 a 160 pontos em todas as suas subescalas.
O desvio da pontuagéo de um individuo a partir da média normativa (100 + ou — 15)
indica um maior grau de atraso no desenvolvimento. Temos como resultado normal,
moderadamente alterado, gravemente alterado (pontuacéo e DP). Bayley-pontuacéo
[l dentro de 1 desvio padrdo (DP) acima ou abaixo da normalidade de 100 foi
considerado normal para esse dominio especifico. Uma pontuacdo entre 1 a 2 DP
acima da normalidade (116 a 130) foram considerados acima da média e 1 a 2 DP
abaixo da normalidade (70 a 85) moderadamente abaixo da média. Uma pontuacao
acima de 2 DP da normalidade (> 130) foi considerada muito acima da média e 2 DP
abaixo da normalidade muito abaixo da média (<70). O sistema de pontuacdo €&

consistente com o publicado anteriormente em estudos de desenvolvimento.131-133

O Exame neuroldgico infantil Hammersmith (HINE) é uma escala que € realizada em
bebé&s com maior risco de aparecimento de sequelas de neurodesenvolvimento. E
composto de avaliacbes das funcdes dos nervos cranianos a postura, movimentos,
reflexos e tdbnus muscular de acordo com a idade, momento de balbucio, palavras
isoladas (para palavras isoladas pelo menos 5—-10 palavras com um papel semantico),
sorriso responsivo e dedo indicador apontando para um objeto. 35136.137

Um dos beneficios do HINE em comparacdo com as outras ferramentas de
avaliacdo é que o protocolo ndo so identifica a crianga com risco de Paralisia Cerebral

mas também promove uma informacéo adicional sobre o tipo e a gravidade da sequela
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motora, além de identificar também alterac6es relacionadas a outros aspectos das
funcdes neuroldgicas, como as alteragBes auditivas, visuais e alimentares e isso é
particularmente importante, pois o comprometimento da paralisia cerebral ndo se
limita a sequela motora e tais achados podem aumentar a precisdo do diagnéstico.

A Avaliacao Neurolégica de Hammersmith (HINE) € um exame padronizado,
classificavel e pode ser usado tanto na pratica clinica quanto para fins de pesquisa. E
uma avaliacdo de facil execucdo e relativamente rapida e acessivel, com boa
confiabilidade interobservador mesmo se feita por profissionais com pouca

experiéncia.
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2 JUSTIFICATIVA

Antecedendo o Plano Nacional de Enfrentamento a Microcefalia no Brasil lan¢ado
pelo Ministério da Saude em dezembro de 2015, a Fiocruz de Manguinhos recebia
gestantes com exantema de todo o estado do Rio de Janeiro para investigacao
diagnéstica de Zika. Neste mesmo més o Laboratdrio de Doencas Febris Agudas do
Instituto Nacional de Infectologia (INI) dividiu a responsabilidade dessa Emergéncia
de Saude Publica com o atendimento de casos na populacdo geral e também em
gestantes, investigacédo e seguimento desse subgrupo populacional, com o apoio do
Centro de Saude da ENSP e Instituto Fernandes Figueira, com quem tem parceria
estabelecida desde 2012.

A exemplo de outras infec¢cdes congénitas, o desenvolvimento de anomalias
congénitas associadas ao ZIKV depende de diferentes fatores. Além do largo espectro
das alteracbes neurologicas possiveis, observamos que ha alteracdo no padréo
clinico individual desses casos, similar as infeccdes congénitas por arbovirus em

animais, como descrito na literatura.16:117

Apesar do numero crescente de trabalhos sendo publicados sobre a infec¢ao pelo
ZIKV, nossa casuistica foi um diferencial com 216 bebés nascidos vivos. Aléem disso
as consequéncias e evolucao clinica dos lactentes expostos ao ZIKV, nos dois
primeiros anos de vida e ao longo dela ainda foi pouco explorado. E de suma
importancia descrever a dindmica evolutiva da sindrome clinica recém-diagnosticada,
o desenvolvimento desses bebés e o surgimento de novos sintomas e complicacbes
a longo prazo, considerando diversos possiveis desfechos em relacdo ao SNC e o

prognostico das criancas afetadas.

O seguimento da coorte de lactentes, composta por 216 bebés nascidos vivos,
faz parte do projeto “Zika na Gestacao”, de gestantes sintomaticas, com RT-gPCR

positivo para Zika virus, no periodo de setembro de 2015 e junho de 2016.

A importancia desse trabalhao esta no nimero de gestantes acompanhadas e
todas com o diagnostico confirmado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Descrever a evolucgdo clinica dos bebés expostos ao ZIKV durante a gestacao
e as consequéncias desta infeccdo nos trés primeiros anos de vida em criangas

nascidas com ou sem microcefalia.

3.2 Objetivos Especificos

1. Estimar o risco absoluto dos desfechos adversos em lactentes, associados a

exposicao ao ZIKV intrautero.

2. Descrever os achados de neurodesenvolvimento dos bebés expostos ao ZIKV

durante a gestacdo do nascimento aos 3 anos de vida.

3. Relacionando os exames de imagem do SNC com neurodesenvolvimento dos

bebés.
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4 METODOS

4.1 Delineamento do projeto

Estudo prospectivo de bebés expostos ao ZIKV durante a gestacao.

4.2 Casuistica

4.2.1Plano de recrutamento

Gestantes residentes em Manguinhos e na regido metropolitana do Rio de
Janeiro que apresentassem doencga exantemética no periodo de setembro de 2015 a
junho de 2016 e procurassem o ambulatério de Doencgas Febris Agudas de (DFA) ou
o Centro de Saude Escola Germano Sinval Faria da ENSP eram convidadas a
participar do estudo. Todas as gestacdes foram acompanhadas até dezembro de
2017.

4.2.2 Critérios de Inclusao

Lactentes expostos a infeccéo pelo ZIKV durante a gestacao: bebés nascidos
de mées com sintomatologia sugestiva e RT-gPCR positivo para ZIKV (ha urina e/ou

no sangue) durante a gestacéo e com assinatura do TCLE.

4.2.3 Critérios de Exclusao

Lactentes cujas maes tiverem apresentado durante a gestacédo alguma infeccao
por doencas do grupo STORCH (Sifilis, Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus,

Herpes).
Lactentes cujas méaes apresentaram testes RT-gPCR negativo para ZIKV.

Lactentes cujos pais ndo permitiram o acompanhamento de seus filhos,

retiraram o termo de consentimento, ou que desistiram do acompanhamento.

4.3 Seguimento
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ApOs a alta pos-parto, os lactentes foram chamados aos 1, 2, 3, 6, 9, 12, 18, 24
e 36 meses de vida para acompanhamento. O acompanhamento das criangas ocorreu
na possibilidade de os pais retornarem aos ambulatérios. Os dados foram coletados
até 36 meses de idade.

Cada consulta incluia exame fisico com avaliacdo do neurodesenvolvimento
pelo Bayley Ill ou HINE de acordo com a idade da crianga, coleta de sangue e urina.
Todas as criangas eram encaminhadas ao grupo multidisciplinar (oftalmologista
infantil, otorrinolaringologista, geneticista, psicologos, fisioterapeutas e neuropediatra)
do IFF.

4.4 Variaveis de Interesse

Dados antropométricos: idade gestacional, sexo, peso ao nascimento, estatura,
perimetro cefalico.

Complicacdes clinicas: convulsdes, artrogripose, exame neurolégico alterado,
retardo no neurodesenvolvimento conforme Bayley Il e Hine.

O exame fisico incluiu a documentacédo de qualquer anormalidade clinica ou
anomalia congénita.

Exames de imagem foram realizados sendo a Ultrassonografia transfontanela
(USTNF) no primeiro més de vida havendo e conforme resultado, indicacdo de
realizacdo de tomografia de cranio (TCC) ou ressonancia magnética (RNM). As
criancas eram universalmente encaminhadas para exame oftalmologico (fundoscopia
e RET-CAM) e exame auditivo (Potencial Evocado Auditivo —-BERA).

A avaliacdo do desenvolvimento psicomotor Bayley Il e HINE complementava
as avaliac@es clinicas pediatricas que eram realizadas através da escala de Denver
Il.

As avaliacdes do Bayley e HINE eram realizadas no IFF e no Centro de Saude
da ENSP por profissionais capacitados e certificados nos métodos e estes resultados
alimentavam um banco de dados comum.

O gerenciamento do banco de dados era realizado pela equipe central
responsavel pela coorte e os dados disponibilizados para bracos de pesquisas
credenciados conforme as normas estabelecidas no inicio do estudo. Assim, como
garantia de protecdo de dados os pesquisadores tinham acesso franquiado apenas

aos dados relativos ao trabalho sob suas responsabilidades.
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Foram considerados como desfechos adversos: prematuridade; presenca de
anomalia congénita (microcefalia) ou displasia/contraturas (artrogripose); pequeno
para a idade gestacional (PIG); exame neurolégico alterado; alteracdes visuais ou
auditivas (neurossensoriais); anomalias estruturais no exame de imagem do SNC.
As medidas antropométricas peso, estatura e PC foram utilizados para avaliar
caracteristicas biométricas. O perimetro cefélico foi medido com uma fita métrica ndo
elastica colocada entre a testa e o occipital, o peso foi medido em balancas de bebé
reclinada. Z-pontuacdes para estas medidas foram em seguida calculadas utilizando
o intercrescimento-21 st curvas 315 que tenham em conta o sexo e a idade
gestacional do recém-nascido. Este escore é uma terminologia utilizada para
representar a variabilidade de um determinado parametro entre individuos e
representa a distancia, em forma de desvio-padréo, que os valores daquele parametro
podem assumir na populagéo em relacdo ao valor médio. O comprimento da crianca
foi mensurado através de um estadidbmetro horizontal.

As curvas levaram em consideracdo a Idade gestacional e sexo da criancga,
considerando percentis ou escores Z. Aos recém-nascidos pré-termo (RNPT), foram

utilizadas curvas especificas como Inthergrowth-21st.

4.5 Definicdo das Variaveis

Microcefalia leve- € definida quando a medida do PC esté entre 2 a 3 DP abaixo da
média para idade gestacional e sexo.

Microcefalia grave- € definida quando a medida do PC esta abaixo de 3 DP da idade
gestacional e sexo.

Microcefalia primaria- na qual o PC anormal é observado ao nascimento.
Microcefalia secundaria- que se desenvolve no periodo pos-natal. A microcefalia
pos-natal ou secundaria ocorre principalmente por infeccbes como meningites,
encefalites, encefalopatia congénita pelo HIV1%®

Prematuridade- quando o nascimento ocorre antes de 37 semanas completas de
gestacao.

Pequena para idade Gestacional (PIG)- foi considerado PIG os RN que tinham peso

ao nascer abaixo do percentil 10 para a idade gestacional.
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Baixo peso ao nascimento (BPN)- foram considerados BPN recém-nascidos com
menos de 2.500g, ou aqueles com pesos ao nascimento abaixo do INTERGROWTH-
21st Project para idade gestacional e sexo0.?®

Obito fetal- foi definido como morte do embrido ou feto em qualquer idade

gestacional.

4.6 Avaliagcédo do Neurodesenvolvimento

Para a avaliagdo do neurodesenvolvimento foi realizado o teste de Bayley Il
em trés dominios: linguagem, cognicdo e motor em 146 criancas; e 0 exame
neuroldgico infantil Hammersmith (HINE) em 70 criancas.

Na auséncia da neuro avaliagdo pelo teste de Bayley-lll, estagios de
desenvolvimento foram investigados por uma adaptacéo do exame HINE, para avaliar
o desenvolvimento neurolégico, onde se faz os exames de fungédo motora e estado de
comportamento em lactentes de 2 a 36 meses (idade cronolégica ou corrigida),
relatados pelos pais.'3

Os principais marcos psicomotores incluidos em nossa entrevista foram as
habilidades motoras brutas que incluiram: sustentar a cabeca, sentar sem apoio, e o
andar livremente. Quando a crianca iniciava o balbucio, palavras isoladas, sorriso
responsivo e dedo indicador apontando para um objeto.

As avaliacdes pelo HINE foram obtidas a partir da entrevista dos pais e da

observacéo do lactente quando possivel.134135

4.7 Avaliacado de neuroimagem

A ultrassonografia transfontanela (USTNF) era realizada sempre que possivel
no primeiro més de vida e quando alterados eram distribuidos de acordo com a
indicacdo neuropediatrica e disponibilidade nos servicos publicos/privados para
realizacdo de TCC ou RNM.

Cento e quinze criancas foram submetidas a exames radiologicos cranianos:
ultrassonografia transfontanela (N=94), ressonancia magnética (N=47) e tomografia

computadorizada (N=25). Cento e uma criangas nao realizaram exames de imagens.A
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maioria que ndo realizou os exames foi devido auséncia de caracteristicas fenotipicas
para SZC e que apresentavam seu neurodesenvolvimento normal de acordo com
idade (USTNF so pode ser feito enquanto a fontanela estiver aberta - entre 9 e 18
meses de vida), falta de recursos para o comparecimento na data marcada, e
dificuldades operacionais para realizacao desses exames.

Avaliacao dos dados de imagem foi dicotbmica, isto é, alterado e nao alterado.

4.8 Gerenciamento dos dados

Um banco de dados eletronico unificado foi projetado pela equipe de gerenciamento
de dados no INI Fiocruz-RJ, que contém as informacgfes registradas nas fichas de
atendimento. Os dados foram digitados no local da pesquisa para este banco de
dados e transmitidos periodicamente ao centro de coordenacao na Fiocruz. Consultas

de dados foram geradas mensalmente.

4.9 Métodos Estatisticos e Analise dos Resultados

Tamanho da amostra: a estimativa de amostragem foi de conveniéncia, isto é:
foi realizado o seguimento de 216 lactentes com idade entre 1 e 36 meses, expostos
ao ZIKV durante a gestacao para avaliacao dos desfechos ao longo desses anos.

Destes, um subgrupo de 115 lactentes foi submetido a exames de imagem do
SNC; e 104 avaliacao de neurodesenvolvimento. Um total de 94 lactentes realizaram
ambas as avaliacdes.

Para associacdo entre exame de imagem alterada/ndo alterada e escores de
Bayley lll, testes de correlacdo foram usados para determinar os valoresde Re R2 e
a regressao linear simples foi usada para determinar os valores de P.

Foi realizada andlise descritiva dos dados clinicos dos recém-natos. Foi medido
o risco absoluto dos desfechos adversos no lactente exposto ao ZIKV intrautero:
microcefalia, pequeno para idade gestacional (PIG), Obitos fetais, alteracdes
fenotipicas (microcefalia), alteracbes do neurodesenvolvimento, alteracfes visuais
(fundo de olho) e auditivas (BERA) e alterac6es de imagem (USTF, TCC e RNMc).

A regresséo logistica multivariada foi usada para examinar as associa¢des
entre neurodesenvolvimento, resultados neurossensoriais (alteracdes auditivas e

visuais) e as associacoes entre idade gestacional (semanas) da infeccao pelo ZIKV.
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Avaliagbes auditivas foram realizadas atravées do BERA, alteracdo do
neurodesenvolvimento através do Bayley llIl, perda fetal, microcefalia medindo PC e
avaliacdo de alteracdes de fundo de olho.

Covariaveis incluindo idade materna no parto, prematuridade, peso ao
nascimento (PN), foram examinadas pela colinearidade, usando qui-quadrado para
covariaveis nominais e andlise de correlagdo para variaveis continuas.

As andlises estatisticas foram realizadas usando o pacote R (versdo R 3.0.1,
The R429 Foundation for Statistical Computing, www.r-project.org).

4.10 Consideracdes Eticas

ESTE PROJETO E UM SUBPROJETO DO “ESTUDO DA HISTORIA NATURAL DA
INFECCAO POR ZIKV E CHIKV NA GESTACAQ” CAAE — 0026.0.009.000-07.

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi assinado pelos pais
ou responsaveis de maneira consistente seguindo a Declaragdo de Helsinque 466/12.
Associacdo Meédica Mundial. Declaracdo da Associacdo Meédica Mundial de

Helsinque: principios éticos para pesquisas médicas envolvendo seres humanos.**°
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5 RESULTADOS

De setembro 2015 a junho de 2016, 244 gestantes que apresentavam
exantema, clinica sugestiva de infeccdo e RT-gPCR positivo para ZIKV em urina ou
sangue, foram recrutadas para o estudo. Todas as gestacfes terminaram até
dezembro de 2017. Se

Destas 244 gestacdes, tivemos 223 (91,4%) bebés nascidos vivos. Houve
perda de seguimento antes do nascimento de 11 bebés, sendo 10 (4,1%) ébitos fetais:
5(2%) deles no primeiro trimestre, 3(1,2%) no segundo trimestre e 2(0,8%) no terceiro
trimestre e uma gestante ndo continuou o seu acompanhamento.

Seis bebés (2,5%) abandonaram o seguimento ap6és o nascimento e 1 foi a
Obito ap06s 26 horas do nascimento por insuficiéncia respiratoria aguda.

Continuamos seguindo 216 bebes na coorte e destes 67 apresentaram alguma
avaliagdo do seu neurodesenvolvimento abaixo da média para idade ou com

alteracoes oftalmoldgicas ou auditivas entre 7 e 32 meses de vida. Figura-17
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244 gestantes PCR para ZIKV positivo

11(4,5%) perda de 10(4,1%)6bitos fetais):
seguimento antes | 5(2%) 1 trimestre

do nascimento « 3(1,2%) 2 trimestre
2(0,8%) 3 trimestre

223 (91,4%) nascidos vivos

6(2,5%) perda do
seguimento apds o
nascimento e

1(0,4%) obito apds 26 h de

nascido 1

216 bebes o seguimento da coorte

!

67 com neurodesenvolvimento abaixo da média ou com alteragoes
oftalmologicas ou auditivas entre 7 e 32 meses de vida

Figura 17. Fluxograma de recrutamento e seguimento dos bebés expostos ao ZIKV durante
a gestacdo. *lactente com artrogripose, mas sem microcefalia. Obito por insuficiéncia
cardiorrespiratoria

A distribuicdo por género, sexo, taxa de prematuridade, e desfechos de 216 bebés

sdo apresentados na Tabela 1.
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A média de idade das gestantes incluidas no estudo ao nascimento dos bebés
foi 30,5 anos (+ ou — 6,3 anos).

Dos 216 bebés que aderiram ao seguimento da coorte, 106 (49,1%) eram
meninas e 110 meninos (50,9%).

Vinte e oito bebés nasceram prematuros, sendo que 18 entre 35 e 37 semanas
de gestacao e 10, com menos de 35 semanas de gestacao.

Embora 4,6% dos bebés fossem pequenos para a idade gestacional ao nascer,
apenas 2 de 216 bebés (1%) tiveram problemas de desenvolvimento no seguimento
(escores Z < -2 DP).

Das 216 criancas acompanhadas, a microcefalia foi identificada em 8 (3,7%),
incluindo 2 lactentes com microcefalia secundaria. Duas das 8 criangas nascidas com
microcefalia se resolveram: uma delas com microcefalia primaria desenvolveu
perimetro cefalico normal com seu crescimento e 0 outro apresentou normalidade
apos cirurgia de craniossinostose. Ambos tiveram neurodesenvolvimento normal e
também exames de fundoscopia e audiometria/(BERA) sem alterac6es no segundo

ano de vida. Tabela-1

Tabela 1. Risco absoluto de desfechos adversos em lactentes expostos ao
ZIKV intrautero
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Demografia no nascimento N=216 100%
Média de idade m aterna ao 30,3 anos +6.3anos
nascer e DP
Género infantil
Feminino 106 49.1%
Masculino 110 50,9%
Bébe prematuro 28 13,0%
<37az35 18 8,3%
< 35 semanas 10 4 6%
Pequeno para idade gestacional 10 4.6%
Microcefalia 8 3,7%
Primario 4 1,9%
Secundario*® 2 0,9%
Resolvido** 2 0,9%
Entrevistas e Bayley Il avaliagdes | Normal % Anormal (N) % N
do neurodesenvolvimento em 7 - (N)

32 meses de idade (n=216)* 154 71,3% 62 28,7%
AvaliagBes Bayley-lll (N=146) E”_‘;‘E; (E;JF; % Ag?’;‘;ﬁf %
Todos (N=146) 87 59,6% 41 28,1% 18 12,3%
Cognitiva (N=146) 132 90,4% 6 41% 8 5,5%
Linguagem (N=146) 95 65,1% 34 23,3% 17 11,6%
Motor (N=146) 122 83,6% 17 11,6% 7 4.8%
Outras avaliagdes
neurossensoriais
Audicdo (N=146) 101 89% 13 12%
Exames oftalmolégicos
funduscépios (N=‘I937) 128 94% o 7%

Legenda: *2 bebés nasceram com perimetro cefalico normal e desenvolveram
microcefalia no primeiro ano de vida. *Um bebé nasceu com microcefalia e ao longo
do tempo normalizou o perimetro cefalico. Um bebé& nasceu com craniossinostose e

obteve melhora do perimetro cefélico apds cirurgia.

Todos os 216 bebés tiveram avaliacdo de desenvolvimento neuroldgico através
da escala de Bayley Il e/ou HINE entre 2 e 32 meses de vida. A faixa etaria no
momento da ultima avaliacdo do neurodesenvolvimento foi de 7 a 32 meses (idade
mediana de 18 meses). Apenas 5 criancas tiveram avaliacées Bayley-IIl abaixo de 12
meses de idade.

Os bebés cujos pais ndo foram a consulta presencial ou os que nao quiseram
ou ndo puderam retornar nas avaliacbes subsequentes, tiveram o0

neurodesenvolvimento avaliado através dos questionarios HINE (70).
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Como podemos ver na tabela 1, das 216 criancas avaliadas pelo Bayley Il ou
HINE, 71,3% das criancas (N = 154) tiveram avaliagcbes de neurodesenvolvimento
normais. Das 146 criancas avaliadas apenas pelo Bayley, 59 delas, (40%) tiveram
resultados de Bayley-lll < -1 DP em pelo menos em um dos 3 dominios funcionais.
Quando as criangcas avaliadas por meio do HINE e questionarios de
neurodesenvolvimento foram incluidas, 62 das 216 criancas expostas ao ZIKV no
periodo pré-natal (28,7%) pontuaram abaixo da média em pelo menos uma avaliagao.
Entre as 146 criancas com resultados de Bayley-lll, 28,1% tiveram desempenho
abaixo da média (-1SD a — 2DP), e 12,3% tiveram desempenho muito abaixo da
média (<-2DP) nos dominios cognitivo e / ou motor e / ou de linguagem. O
desenvolvimento da linguagem foi o mais afetado, com 34,9% das criancas
apresentando resultados de Bayley-Ill abaixo de -1 DP; 9,6% apresentaram atraso no
desenvolvimento cognitivo e 16,4% no desenvolvimento motor. Os resultados do
Bayley-lll tiveram uma distribuicdo enviesada para pontuacdes mais baixas; apenas
10% das criancas estavam acima de 1 DP em qualquer dominio; nenhuma crianga
apresentou pontuacdo acima de 2 DP. Em contraste, 30% das criancas tiveram
pontuacdes abaixo da media.

Sessenta e sete de 216 bebés apresentaram neurodesenvolvimento abaixo da
média e/ou alteracdes auditivas e/ou de fundoscopia Figura-17.

Cento e quarenta e seis bebés (67,6%) tiveram avaliacédo pelo Bayley Ill e 70
(32,4%) pelo HINE. Dos avaliados pelo Bayley Il (146), 87 (59,6%) bebés
apresentaram resultado dentro da normalidade. Na avaliacdo da cognicdo, 132 dos
146 (90,4%) bebés, apresentaram resultado normal em relacdo a este dominio.
Noventa e cinco bebés (65,1%), apresentaram avaliacdes normais para linguagem e
122 (83,6%) na avaliacdo motora. Apenas 5 bebés foram avaliados pelo Bayley Il
abaixo dos 12 meses. Entre 70 criancas avaliadas pelo HINE 67 (96%), apresentaram
guestionarios de neurodesenvolvimento normais entre 7 e 24 meses. Todas as
avaliacdes pelo HINE foram realizadas no segundo ano de vida. Tabela- 1

Realizamos exames oftalmologicos em 137 bebés e avaliacdes auditivas em
114 bebés. Dos que realizaram exame de fundo de olho, 137 bebés de 216, 128 (94%)
tiveram seus exames dentro da normalidade. Dos bebés que foram avaliados para
audicdo,101(89%) apresentaram exames normais. Tabela-1

Entre os bebés com alteracdes foram identificados, 41 criancas com alteracéo

no neurodesenvolvimento (entre 1 e 2 DP abaixo da média) para a idade. Entre as 18
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criangas com pontuagcbes bem abaixo da média (12%), 6 eram microcefalicas e 3
criangcas apresentaram espectro autista. As Ultimas nasceram com fendétipo normal
(auséncia de microcefalia ou quaisquer outras alteracbes visiveis) e foram
diagnosticadas com transtorno do espectro autista (TEA) aos 2 anos de vida

Dentre os dominios avaliados pelo Bayley, a linguagem foi o dominio mais
afetado, com 23,3% das criangas mostrando resultados do Bayley Il entre -1DP e 2
DP; 11,6% no desenvolvimento motor e 4,1% tiveram atraso no desenvolvimento
cognitivo.

Apenas 10% das criancas apresentaram pontuacdes acima de 1 DP em
qualquer dominio do Bayley lll; nenhuma teve pontuacdo acima de 2 DP. Em
contraste, 40% das criangas tiveram pontuacdes abaixo da média. (Figura- 19)

Criterios Bayley Ill: muito acima da média:> 2 DP, pontuagdo> 131; Acima da
média: 1 a 2 DP, pontuagéo 116 a 130; média: -1 a 1 DP, pontuagéo 85 a 115; Abaixo
da média: -1 a - 2 DP, pontuacédo 84 a 70; muito abaixo da média: <- 2 DP, pontuacgéo
<70.

Houve desfechos adversos dos bebés expostos ao ZIKV quando suas maes
foram infectadas em qualquer idade gestacional: primeiro trimestre, segundo trimestre
e terceiro trimestre. As perdas fetais ocorreram principalmente quando a mae era
infectada no primeiro trimestre da gestacéo e alteracées no neurodesenvolvimento e
sensoriais durante toda a gravidez. Figura- 18

Uma perda fetal aconteceu em uma gestante infectada na vigésima quinta

semana de gestacéo. Figura- 18

53



Idade gestacional materna da infecgdo por ZIKV em 244 gestantes: morte fetal/neonatal e evolugdo do
neurodesenvolvimento em 216 bebes entre 7 e 32 meses de idade

neurodesnvolvime *  neurodesenv ou sensorial * perda fetal N=11
nto normal N=143  anormal N=68

Figura 18. Idade Gestacional da infec¢cdo materna em semanas pelo virus Zika
em 244 gestantes. Gravidez adversa (perda fetal) e resultados do
neurodesenvolvimento dos bebés por semana de infec¢cdo materna por ZIKV durante
a gestacdo. Os desfechos infantis incluem neurodesenvolvimento abaixo da
média/anormal e/ou anormalidades oculares e auditivas anormais entre 7 e 32 meses
de idade.

O exame de fundoscopia foi alterado em 9 de 137 criancas (7%) e incluia,
atrofia de retina, hipoplasia macular, hipoplasia do nervo o6ptico ou palidez do nervo
optico. Treze de 114 criancas apresentaram algum déficit auditivo (12%) pelo BERA.
Tabela-1.
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Avaliagoes Bayley Il de 146 bebes expostos intra-utero ao ZIKV
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Figura 19. AvaliacOes pelo Bayley-lll em 146 criancas entre 7 a 32 meses.

Entre as 94 criancas que foram avaliadas por exame de imagem cerebral e pelo

Bayley lll, 59 delas apresentaram escores do Bayley lll acima de 85 para todos os 3

dominios. Vinte e quatro criancgas tiveram um ou mais dos dominios do Bayley Il com

pontuacao entre 85 e 71 (1 a 2 DP abaixo da média) e 11 apresentaram pontuacfes

de um ou mais dominios abaixo de 70 (2DP abaixo da média). Destas 94, 44 criancas

apresentaram imagem craniana normal e Bayley acima de 85, 13 bebés com resultado

de Bayley Ill entre 85 e 71, e 2 bebés com pontuacéo de 70 ou menos em um dos trés

dominios. Por outro lado, 15 criancas apresentaram exames de imagem craniana

anormais com pontuacdes do Bayley Il acima de 85, em 11com pontuacdes entre 85

a7l,eem?9, abaixo de 70 pontos ou menos em um dos trés dominios. Figura-20
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Figura 20. Pontuac@es individuais do Bayley Ill em 12 a 18 meses de idade, relacionado
com resultados dos exames de imagens.

56



6 DISCUSSAO

Nas Ameéricas, o Brasil foi o pais do mundo que apresentou mais casos
confirmados de microcefalia (82% dos casos confirmados) durante a epidemia do
ZIKV. 1

A regidao com maior coeficiente foi o Nordeste (139 casos por 100 mil nascidos
vivos). Na regido Sudeste a epidemia iniciou um pouco mais tardiamente e, de acordo
com estudo realizado na época, o coeficiente de incidéncia foi de 25 casos por 100
mil nascidos vivos.?®

Essa crise sanitaria parece ter sido um processo gradual, e varios parecem ser
os fatores: alteracbes climéticas, expansao da distribuicdo geografica dos vetores,
urbanizacéo nao controlada, adaptacédo do virus a novos hospedeiros, falta de controle
efetivo dos vetores, populacao suscetivel; aléem de alteracdes genéticas do virus (uma
substituicdo de serina por asparagina na poliproteina do ZIKV aumentando assim sua
infectividade), a analise evolutiva indica que esta variacdo de sequéncia ocorreu
pouco antes do surto na Polinésia Francesa e foi mantida durante a propagacao

subsequente para as Américas.1®

O surto do ZIKV também pode ser explicado com base na semelhanca
estrutural entre o ZIKV e os virus da dengue. Os anticorpos produzidos contra esses
flavivirus podem apresentar reacdo cruzada sem neutralizacdo do virus e também
podem aumentar a infecg¢éo pelo ZIKV 118

Além das explicacdes anteriores para o surto de ZIKV listado acima, a infeccao
pelo ZIKV do vetor A. aegypti também pode causar neuroexcitacdo em mosquitos, o
gue pode contribuir para o aumento da atividade de locomocé&o diurna, aumentando

as chances de transmisséo para novos hospedeiros suscetiveis !

Devido a possibilidade de alteracées graves principalmente no SNC dos RN,
dispersédo acelerada da doenca no pais, o MS declarou Emergéncia de Saude Publica
Nacional em 11 de novembro de 2015 e assim varios 6rgdos como OPAS, OMS,
institutos de pesquisas, se mobilizaram rapidamente reconhecendo a magnitude do
evento, priorizando a pesquisa para o controle e a resposta a muitas perguntas.!

Nosso estudo comegou no inicio da epidemia de Zika no Brasil com a presséo

natural da urgéncia de investigagéo desta nova associagao cujo desfecho, quando da
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infecgdo vertical, poderia ser tdo ou até mais grave do que a de outras infec¢des
congénitas ja bem conhecidas.

Como parte da fase inicial da resposta a emergéncia de saude publica, o
Laboratorio de Doengas Febris Agudas (DFA) colaborou com o monitoramento de
gestantes com sintomas sugestivos de infec¢ao pelo ZIKV, realizando RT-qPCR na
urina ou no soro, de setembro de 2015 a junho de 2016, e uma vez positivo, com 0
seu seguimento, dos fetos e bebés possivelmente infectados. Figura — 17 descreve o
fluxo de inscrigcéo.

Os bebés foram acompanhados desde o momento da infeccdo pré-natal
materna até o segundo e terceiros anos de vida.

oje sabemos que a exposicdo ao ZIKV intradtero est4d associada ha uma
variedade de manifestagcbes clinicas e essa coorte permitiu-nos estudar
longitudinalmente a evolucdo natural de 216 bebés expostos ao ZIKV durante a
gestacao, seu desenvolvimento neurologico: motora, cognitiva e de linguagem; além
de investigacao de alteracdes visuais e auditivas e o impacto ao longo dos 3 primeiros
anos de vida e seus diferentes desfechos possiveis ainda ndo demonstrados, mesmo
guando ao nascimento ndo apresentavam anormalidades clinicas cerebrais Obvias.

Até esse momento o que ja estava demonstrado € que o ZIKV poderia causar
alteracoes graves nos bebés expostos ao ZIKV durante a gestacdo: microcefalia,
hidrocefalia, artrogripose, entre outras; apenas a ponta do iceberg.

Somando-se ao descrito acima, realizamos exames de imagem, entre USTNF
e/ou TCC e/ou RNM de cranio, durante o inicio da epidemia de ZIKV.

Cabe aqui ressaltar que as infeccOes virais verticais tendem a causar 0s
mesmos tipos de neuropatologia e disturbios do desenvolvimento em um continuum
clinico.

Embora algumas caracteristicas classicas sejam bem especificas, estas
infeccbes sdo quase clinicamente indistinguiveis por critérios de neuroimagem ou
desfechos clinicos apenas. Desfechos clinicos graves como esses resultam da
neuropatologia de sobreposicao do virus, por um lado, e do hospedeiro com resposta
regulatéria neuronal e génica a infeccdes, por outro.

Hoje ja esta bem reconhecida que o ZIKV atravessa a barreira placentaria e
gue € um agente teratogénico com tropismo pelas células progenitoras neuronais
(NPCs); causa morte celular e interfere com a proliferacdo e migracao neuronal no

periodo de embriogénese, desenvolvimento cerebral.
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Sabemos hoje que varios séo os fatores que podem contribuir para o desfecho
das infec¢cbes congénitas virais incluindo virus, vetor, hospedeiro, médico,
comunidade e ambiente, incluido no caso do ZIKV. Ainda ndo sédo claras as maneiras
de interacao destes fatores, que podem ser aditivas, sinérgicas ou antagonicas.

O Desfecho da infeccédo congénita pode incluir: bebés que néo sao afetados,
bebés possivelmente n&do afetados, bebés provavelmente afetados ou bebés
afetados.

Nossos bebés acompanhados desde o0 momento da infeccéo pré-natal da méae
até o segundo e terceiros anos de vida, nos permitiu a investigacao de resultados do
neurodesenvolvimento de longo prazo. A natureza prospectiva desta investigacao nos
permitiu quantificar o risco absoluto de microcefalia em bebés expostos ao ZIKV
durante a gestacdo. Notamos 8 casos de MC (3,7%): 2 se desenvolveram no pos-
natal e 2 se resolveram ao longo do tempo, um espontaneamente e 0 outro apés
cirurgia corretiva para craniossinostose. O ZIKV congénito foi associado a fusao
precoce de suturas, 7> 39 146 complementando o padrdo de anomalias da sindrome

congénita do ZIKV para médicos pediatricos.'5?

Em uma coorte de Jundiai, SP, o risco relativo de microcefalia foi de 4,5% em
bebés nascidos de mulheres ZIKV positivas. Esta taxa é consistente com outros
estudos realizados em territérios Franceses, nas Américas e nos EUA. 146

No estudo de Schiler-Faccini e colaboradores, ele descreve a microcefalia
grave com pele excessiva do couro cabeludo em 11 casos (31%). Isso sugere uma
lesdo intrauterina aguda do cérebro, indicando atraso do crescimento cerebral, com
continuidade do desenvolvimento da pele do couro cabeludo.® Quanto mais cedo a
erupcdo ocorreu durante a gravidez, menor foi o perimetro cefalico médio no
nascimento, sugerindo uma associacdo causal.

Estudos relatam haver uma relacdo entre o déficit de desenvolvimento
neuromotor com o grau de microcefalia, assim quanto menor o perimetro cefélico,
maior os danos cerebrais e suas repercussées.® Embora a microcefalia possa
resultar de infeccdo em qualquer estagio da gestacdo, o risco € maior durante o
primeiro trimestre.

A MC na infeccdo congénita pelo ZIKV parece ser mais grave do que na

citomegalovirose e toxoplasmose congenitas. Na SZC observamos uma extensa
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destruicéo cerebral causando o colapso dos 0ssos cranianos superiores sobre 0 0Sso
occipital, empurrando para tras, causando esta malformacgdo peculiar.

MC tem varias causas, mas mais comumente as infec¢cbes congénitas
(TORCHS, HIV), agentes teratogénicos (metais pesados, alcool, radiacdes,
anormalidades genéticas, restricdo do crescimento intrauterino).

Todos os possiveis efeitos confundidores foram excluidos do nosso trabalho
(TORCHS, élcool, HIV, fumo).

Dados epidemiolégicos de varios paises sugerem fortemente que a infeccao
viral durante o primeiro trimestre da gestacdo est4 associada ao maior risco de
distirbios graves do neurodesenvolvimento, incluindo microcefalia 5 7 e outras
anormalidades do desenvolvimento ["6l. De forma consistente, o estudo populacional
prospectivo de Coutinho et al. encontrou uma forte associacdo entre prognostico
infantil ruim quando as maes foram infectadas com o ZIKV durante o primeiro trimestre
(<12 semanas) de gestacéo [¢l. Esses achados foram corroborados por exames de
neuroimagem, que mostraram uma taxa oito vezes maior de anormalidades cerebrais
apOs a exposicdo no primeiro trimestre do que no final da gestacdo. O risco de
anomalias fetais foi 14 vezes maior [6l,

Encontramos dados similares com o descrito acima e demonstramos que pode
haver desfechos adversos alterados em qualquer periodo da infeccdo materna
durante a gestacdo. No entanto, quando a infeccéo acontece no primeiro trimestre, as
lesbdes do SNC parecem ser mais graves, Figura- 19

Ha um espectro de alteracdes clinicas de diferentes graus, com mais graves se
seguindo a infeccao vertical no primeiro e inicio do segundo trimestre de gestacao,
enquanto que as mais leves, possivelmente envolvendo danos estruturais mais
discretos e risco de alteracfes neurofuncionais e neurossensoriais ocorreriam em
decorréncia da infecgdo vertical no terceiro trimestre. 3146

Geralmente, a placenta € mais permeavel a passagem de agentes microbianos
guanto mais tardia € a gestacado, protegendo mais eficientemente o feto no inicio
dessa. Por outro lado, apds 20-25 semanas gestacionais, o feto € capaz de armar
resposta imunoldgica especifica contra o agente infectante? (apesar que ainda
imatura), além de contar com a imunidade passiva humoral representada pela IgG
materna cuja concentracao se eleva e ativa progressivamente na segunda metade da
gestacdo. De maneira geral, em consequéncia da combinacgéo desses fatores, apesar

de ser menos frequente a infecgéo fetal na primeira metade da gestacdo, maior € a
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probabilidade de morte do embrido e infec¢do sintomatica fetal, quando esta ocorre.
Diferentemente, quanto mais proximo do termo gestacional, apesar de ser mais
frequente o acometimento fetal, maior é a probabilidade de a infec¢éo ser inaparente
ou latente.

No estudo de Coutinho e col, de 92 fetos expostos durante o primeiro trimestre
da gestacéao, 35,9% nasceram com algum desfecho anormal, versus 2,8% e 1,9% no
segundo e terceiro trimestre respectivamente.®’

Ao longo do acompanhamento dos bebés, observamos criancas em diversas
condigdes: RN com anormalidades de neuroimagem, com PC normal; com
desenvolvimento de MC ap6s o0 nascimento; e também com alteracbes em outros
sistemas.

Nosso trabalho também pode demonstrar que bebés fenotipicamente normais
ao nascimento, incluindo PC normal, podem apresentar alteracdes de neuroimagem
e no desenvovimento ao longo dos 36 meses de vida. 133134 Um terco dos bebés teve
resultados impactantes no desenvolvimento ao longo do tempo, independentemente
do PC. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Hcini N; e col.?13

Dezessete de 68 criancas (25%) com avaliagbes normais na primeira infancia,
apresentaram avaliacdes auditivas e oftalmologicas anormais e retardo no
neurodesenvolvimento durante o acompanhamento, incluindo as trés criancas que
desenvolveram espectro autista e cujo diagnostico foi feito ao longo do segundo ano
de vida. Uma maior prevaléncia de autismo é referida também em outras infeccoes
congénitas.'3%15! Foi postulado que a modulagdo neuroimune pode ter um papel na
génese do autismo em criancas expostas ao ZIKV durante a gestacao.

Em uma coorte no Para com 92 bebés expostos ao ZIKV na gestacéo, os
pesquisadores notaram uma ocorréncia significativa do Transtorno do Espectro
Autista (TEA), reforcando o tropismo do virus as células do SNC e mostrando de forma
mais robusta a necessidade dessas criancas serem acompanhadas por um longo
periodo de tempo mesmo na auséncia de alteracdes estruturais ou de exames de
imagens.'4®

Este dado esta de acordo com Najeh e col que mostrou que aos 2 anos de
idade, a infeccdo ao nascer ainda estava associada a um maior risco de
comprometimento neuroldgico e / ou alteracdo neurossensorial 40% e aos 3 anos de
vida, a suspeita de atraso no neurodesenvolvimento (<- 2DP) foi mais comum em

63,6% das criangcas com teste positivo ao nascimento. Todos aqueles que testaram
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positivo no nascimento e tinham anomalias cerebrais estruturais tinham evidéncias de
atraso no desenvolvimento neurolégico.*

Ha mais evidéncias em apoio a clusters fenotipicos discretos, mas efeitos
guantitativos sutis podem demorar mais para aparecer e consequentemente ser
descrito.??13

Por outro lado, metade das criangas com avaliagbes anormais do
neurodesenvolvimento quando lactentes, tiveram avaliacdes normais no segundo e
terceiro ano de vida. Isso inclui criangas com anormalidades funcionais precoces, com
convuls@es, hipotonia, bem como achados de neuroimagem também inespecificas no
periodo neonatal e infancia precoce.

Um dos casos de microcefalia proporcional ao nascimento que regrediu com o
tempo, foi resultante do CIR pela infec¢éo placentaria no qual ocorreu o fenémeno de
“catch up” (processo de recuperacao do crescimento dos RN que sofreram CIR é
descrito um aumento da velocidade de crescimento) o outro, nascido com
craniossinostose teve seu PC normalizado apoés cirurgia corretiva (escafocefalia).
Todas as duas criangas apresentaram aos 36 meses de vida, neurodesenvolvimento
normal.

Pudemos observar em nosso estudo alta frequéncia de desfechos anormais em
relacdo ao neuro desenvolvimento (31%). Varios trabalhos também demonstram alta
frequéncia de anormalidades do desenvolvimento psicomotor nessas criangas,
independentemente da idade gestacional o qual a mée foi infectada. Figura- 19

Das 146 criancas avaliadas pelo Bayley Il (67,5%), 59 (40,4%) das criancas
tiveram pontuacdes abaixo de 1 DP da média; em qualquer um dos trés dominios.
Quarenta e uma (28,1%) entre 1 e 2 DP e 18 (12,3%) abaixo de 2 DP. A linguagem
foi o dominio mais afetado, seguido do motor e em seguida o cognitivo. Figura- 18

O estudo de Najeh e colaboradores identificou achados semelhantes aos
nossos. Observaram nos testes de desenvolvimento, uma pontuacdo da avaliacéo
abaixo de -2SD (zona de “referéncia”’) em pelo menos um dominio em 63,6% das
criancas infectadas, apesar do dominio cognitivo ser o mais afetado, seguido do
dominio da linguagem e depois 0 motor em criancas com testes para infeccdo por
ZIKV positivos ao nascimento.®

Nas criancas com alteracfes estruturais do SNC, todos os dominios podem
estar afetados em diferentes graus de gravidade, isso ira depender do local e da

extensdo do dano ao SNC. No entanto, em criangas com anomalias cerebrais
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estruturais, 0s sintomas neurologicos eram muito graves ao nascimento e ao longo
dos 2 e 3 anos de vida, e por isso em algumas nao conseguimos fazer os testes de
avaliacdo do neurodesenvolvimento.

Quando comparamos o0s exames de imagens com o desempenho do
neurodesenvolvimento das nossas criancas de 12 aos 18 meses, observamos uma
associacao significativa entre os resultados de exames de imagens cerebrais ao
nascimento normais e maiores escores da avaliacdo pelo Bayleylll. Apesar da maioria
das criangas com exame de imagem cerebral normal ter menor risco de atraso do
neurodesenvolvimento, 2% das nossas criancas sem alteragbes ao exame
radiol6gico, apresentou algum atraso do neurodesenvolvimento. Figura-20

Em 16% das criancas que apresentaram alguma alteracdo no exame de
imagem cerebral, evoluiram com desenvolvimento normal. Figura- 20 O exame de
neuroimagem realizado ao nascimento, portanto, ndo se mostrou util na predicdo dos
resultados de avaliacdo de neurodesenvolvimento dos 12 aos 18 meses de vida,
possivelmente devido a inespecificidade dos achados neuroradiologicos nesse
momento. Em um pais onde a acessibilidade aos exames de imagem & bem restrita,
esse € um resultado alentador ja que nos orienta na priorizagcdo no acompanhamento
clinico em detrimento do tecnoldgico, de maior custo e menor disponibilidade.

No entanto, exames de imagem podem nos ajudar no diagnostico das
alteracoes do SNC. A USTNF parece ser o melhor e mais utilizado método de triagem
inicial para avaliar recém-nascidos expostos ao ZIKV, visto que fornece imagens em
tempo real, é portatil e pode ser realizada a beira do leito. Esse método também tem
baixo custo e ndo envolve radiacdo ionizante. Apés 0 nascimento, quando resultados
satisfatorios ndo podem ser obtidos por US (Fontanela anterior pequena com suturas
fechadas prematuramente), a RMC ea TCC podem ser realizadas para melhorar a
acuracia diagnostica.

Em um estudo anterior ndo encontramos associacfes entre os achados
anormais do bebé apo6s exposicdo ao ZIKV intraudtero e gravidade da doenca materna
durante a gravidez, mas € digno de nota relembrar que todas as crian¢cas de nossa
coorte nasceram de mulheres com infecgdo sintomatica por ZIKV.8 Assim como nédo
h& evidéncias que filhos de mulheres com infec¢do assintomatica por ZIKV t18enham
desfechos melhores do que os de mulheres sintomaticas. Isto esta de acordo com
outros estudos como o de Honein MA et al onde defeitos congénitos foram relatados
em 16 de 271 (6%; IC de 95%, 4% -9%) gestantes assintomaticas e 10 de 167 (6%;
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IC de 95%, 3% -11%) gestantes sintomaticas. Assim 0 acompanhamento rigoroso de
todas as gestantes em todo o pré-natal e criangas expostas durante pelo ZIKV deve
ser garantido.%815°

Vinte e oito bebés foram prematuros (13%). As infec¢Bes pré-natais sao a
principal causa de 2,6 milhdes de mortes neonatais em todo o mundo a cada ano.
Além disso, essas infec¢cdes aumentam o risco de parto prematuro e contribuem com
11% do risco de paralisia cerebral.”

Dez criangas nasceram pequenos para idade gestacional (PIG). Apesar do PIG
ser comumente utilizado como um indicador do retardo do crescimento intra-uterino
(RCIU), nao é possivel determinar a partir de uma avaliagdo do tamanho fetal e idade
gestacional se uma crianga sofreu ou ndo RCIU, resultado de placentite crbnica e,
portanto, um diagnostico de imagem na gestacéo.'?” Na nossa Coorte o niimero de
obitos foi maior quando a infecgcdo materna ocorreu no primeiro trimestre da gestacao.
Figura- 18. A idade gestacional no momento da infeccéo pelo ZIKV foi um significante
preditor do neurodesenvolvimento. Infeccéo por ZIKV no final da gestacao esta menos
associado com desfechos graves. Alteracdes nos exames de fundo de olho e audicao
nao estavam associados com a idade gestacional da infeccao.

Déficits visuais como anormalidades na regido macular dos olhos, perda do
reflexo da fOvea, atrofia macular, atrofia coriorretiniana, hipoplasia do nervo o6ptico,
sinal de duplo anel, ocorreram em 7% dos lactentes e déficits auditivos em 12%,
inferior a de estudos prévios que nao foram prospectivos, e analisaram sobretudo
criangas sindrémicas.3 "2

Varios estudos clinicos relataram anomalias oculares, especificamente na
retina e na coroide, mostrando que a invasdo do ZIKV 2153 de tecidos oftalmicos
resultou em doencas adversas que incluem neurite optica, atrofia coriorretiniana,
pigmento cincurscrito, colobomas de iris e subluxacdo de lente e cegueira em
neonatos.>*

Essas criancas tambem apresentaram altera¢cdes na audicdo como exposto
acima (12%). Tabela-1

Outros trabalhos também demonstraram alteracées sensoriais. Viscaino e col
viram em seu estudo que oito (11%) de 75 criancas e a visdo de 29 (39%) criancas
foram afetadas pela sindrome congénita do Zika, conforme avaliado por entrevista
geral e exame clinico. Durante o exame, as criancas apresentavam um limiar sensorial

muito baixo para sons e toques, 0 que provocava contragdo muscular global,
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sobressaltos e irritabilidade. Em trés criancas, os estimulos sonoros provocaram
crises tonicas reflexas. 162

Nosso estudo de coorte apresenta algumas limitacdes e estas, em parte, foram
relacionadas a natureza aflitiva da epidemia de microcefalia e a emergéncia de iniciar
0 quanto antes a investigacdo. Comecamos o recrutamento e a coleta de dados em
fichas/formularios, antes mesmo que os sistemas formais de gerenciamento de dados
pudessem ser implementados.

Embora tenha tido o viés de selecdo, jA que todas a gestantes recrutadas
apresentavam sintomatologia desta infec¢cao, nossa coorte prospectiva de gestantes
com infeccdo pelo ZIKV confirmada laboratorialmente foi a primeira evidéncia
epidemioldgica da associacdo de bebés expostos ao ZIKV durante a gestacdo com a
microcefalia.®

Outra limitagdo é que, estimativas das frequéncias basais de anormalidades do
neurodesenvolvimento entre criangcas muito pequenas estao disponiveis apenas para
algumas das anormalidades especificas; a falta de um grupo de comparacao
apropriado, de base populacional, limita a avaliagdo da magnitude da prevaléncia de
anormalidades do desenvolvimento neurologico relatadas entre criancas nascidas de
maes com infeccdo confirmada durante a gravidez. Como o ZIKV era altamente
epidémico no Rio de Janeiro, e como muitos sdo os desafios nos diagndsticos para a
deteccédo da exposicdo pre-natal ao ZIKV (assintomaticos / ndo identificados infeccéo
materna), ndo conseguimos estabelecer um grupo controle em que pudéssemos
demonstrar auséncia de exposicao pré-natal ao ZIKV, especialmente neste periodo
de epidemia. A exposicao ao ZIKV € extraordinariamente dificil de determinar se os
pacientes nao forem testados por PCR durante a infec¢do aguda.

Tivemos dificuldade no acompanhamento das criancas do nosso estudo. Foi
baixa a adesdo ao seguimento dos bebés aparentemente normais ao nascimento (a
infeccdo pelo ZIKV pode ser um diagndstico altamente estigmatizante), as criancas
nao compareceram a todas as consultas marcadas. Para muitas familias, uma
situacdo social complexa e precaria muitas vezes os impedia de comparecer as
consultas de acompanhamento, apesar de todos os esfor¢os por eles realizados.

E possivel que criancas com alteracdes estruturais diagnosticados tenham
recebido acompanhamento com maior frequéncia do que aquelas sem problemas de
saude identificados ao nascimento, o que pode levar a uma superestimagdo da

porcentagem de criangas com problemas de saude relacionados ao ZIKV.
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Nem todas as criancas realizaram todas as modalidades de neuroimagem. Os
neonatos com achados alterados no Gtero ou ao nascimento por US TNF, eram mais
propensos a serem submetidos a avaliagfes adicionais com neuroimagem pdos-natal
para melhor acuréacia das lesoes.

Todos 0s nossos pacientes foram expostos ao ZIKV durante a gestagdo, porém
nem todos eram infectados intradtero, mas ndo pudemos ter acesso a todos 0s
resultados de RT-PCR e nem todos puderam ser realizados (suspenso pela pandemia
do SARS- Cov 2). Sabemos de todas as dificuldades no diagnéstico em fetos e
neonatos_ foi demonstrado que a viremia € transitdria no sangue, liquido amnidético e
urina. Assim, a janela para detectar infec¢des congénitas usando a RT-PCR pode ser
menor do que para outras infec¢cdes congénitas (ou seja, CMV). Em lactentes, as
infec¢des congénitas pelo ZIKV sao dificeis de confirmar retrospectivamente, devido
areacao cruzada do teste soroldgico e a possibilidade de infeccéo apds 0 nascimento
no contexto de exposicdo continua, principalmente em éarea endémica de
arboviroses.%

Além disso, nossa proposta teria mais um objetivo que ndo pudemos realizar
devido a pandemia. Devido ao isolamento social para enfrentamento da crise, 0s
trabalhos foram impactados com a suspensdo do seguimento das criancas,
realizacbes dos exames e procedimentos.

E finalmente, o tamanho da nossa amostra ndo nos permitiu a investigacao de
sequelas raras e o tempo de acompanhamento foi pequeno para avaliacbes do
cognitivo em idade mais avancada. Soma-se a isso, nossa coorte foi restrita ao estado
do RJ e, portanto, ndo pode inferir a compreenséo das fontes de heterogeneidade
geograficas das populactes em todo o territorio brasileiro.

Alguns autores afirmam que o perfil apresentado das familias comprometidas

evidencia as desigualdades socioeconémicas e geogréaficas.
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7 CONCLUSAO / PERSPECTIVAS

O risco absoluto de atraso do desenvolvimento psicomotor foi de 28,7%,
prematuridade de 13%, microcefalia 3,7%, alteracdo de audicdo 12% e alteracéo
ocular em 7%. Todas essas alteracdes fazem parte dos sinais e sintomas da Sindrome
Congénita do Zika Virus.

As criancas com microcefalia apresentaram atraso do neurodesenvolvimento
grave, quanto menor o perimetro cefalico maior os danos cerebrais. As outras
alteracoes como hidrocefalia, calcificacdes intracranianas, alteracbes oculares ou
auditivas, podem ser acompanhadas de atraso no neurodesenvolvimento grave,
moderado ou leve. Somando-se ao atraso do DPM, outras repercussoes clinicas como
convulsdes de dificil controle, alteracdo da degluticdo, autismo, excitabilidade
extrema, pneumonias de repeticdo devido as inUmeras microbroncoaspiracdes foram
observadas nesses bebés.

Como pudemos observar os exames de imagem embora nos ajude na
avaliacdo dos bebés expostos ao ZIKV durante a gestacdo ndo sao essenciais para o
diagndstico de atraso do desenvolvimento neuromotor nesta populacao.

O adequado acompanhamento multidisciplinar prospectivo desses pacientes &
necessario e visa compreender a histéria natural desse novo agente e proporcionar
um melhor desenvolvimento e qualidade de vida para eles e seus familiares.

Nos resta saber se as repercussfes futuras, como as dificuldades de
aprendizagem, perda auditiva ou outros problemas nao diagnosticados, podem afetar
as criancas expostas na gestacao durante a idade escolar. Para isso achamos que o
seguimento dessas criancas deve ser estender até os 7 anos.

E essencial que os profissionais de satde que cuidam de criancas tenham

acesso a informagfes sobre a exposicdo materna a infecgéo pelo virus Zika durante
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a gravidez. Isso melhorara a identificagdo de criangas nascidas de mdes com
evidéncias laboratoriais de infec¢éo confirmada ou possivel pelo virus Zika durante a
gravidez, para que possam receber avaliagdes p0s-natais recomendadas.

Um diagnostico laboratorial com acuracia adequada para o diagnéstico de
infeccdo dos bebés expostos na gestacdo é fundamental para a planejamento e
optimizacdo do seguimento dos lactentes e criancas de fato com risco de
desenvolvimento da sindrome congénita.

Temos toda uma geracdo de criancas que nasceram durante e logo apés o
primeiro surto e que estdo sem diagndéstico, podendo apresentar condicdes menos
conhecidas e também mais tardias relacionadas a infeccdo. Nao sabemos o
guantitativo dessas criangas, nem a gravidade da sua doencga e muito menos se estao
tendo atendimento/tratamento pela saude publica.

Diante de todo o exposto, percebeu-se uma importante associacdo do ZIKV
com atrasos motores graves e prejuizos funcionais, sendo observada a necessidade
de uma estimulacéo imediata buscando alcancar os marcos do DNPM além de um
acompanhamento multidisciplinar visando aperfeicoar as suas aquisicées. Apesar da
reducdo do numero de casos notificados de ZIKV no Brasil os impactos sociais e
econdmicos sdo de carater duradouro. Faz-se necessario que além do controle da
transmissao deste virus, os 0rgaos publicos realizem investimentos em servicos de
saude publica, com intuito de conscientizar a populacdo sobre as medidas a serem
tomadas para prevencao de possiveis novos surtos.

A medida em que o espectro fenotipico clinico da sindrome vai se delineando
melhor com os resultados de trabalhos ja publicados e em curso, o interesse de
pesquisa tem se voltado a aspectos especificos da SZC. Isso inclui aplicacdes de
resultados epidemioldgicos (especialmente de estudos de coorte e caso-controle em
andamento), aprimoramento de métodos diagnosticos clinicos e laboratoriais
(especialmente métodos de diagnostico rapido, imunoldgicos, sorolégicos e para uso
point-of-care), identificacdo de biomarcadores de gravidade, letalidade e sequelas,
estratificacdo de riscos e gravidade clinica, parametros néo invasivos de deteccéo e
monitoracdo de alteracbes, medidas preventivas e de controle viral e vetorial,
abordagens terapéuticas iniciais e das complicacdes e aspectos éticos envolvidos
com pesquisa e assisténcia aos portadores e familiares. Redes de colaboracdo em
pesquisa, geralmente capitaneadas por grupos brasileiros, tém desenvolvido diversos

estudos multicéntricos e multidisciplinares com objetivos distintos, mas
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complementares, Uteis & compreensao e intervencdo neste importante problema de

saude publica e infantil.

8 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, Patricia Brasil, pesquisadora responsavel pela pesquisa Estudo da histéria natural
da infeccdo por ZIKV em uma Coorte Infantil no Rio de Janeiro, estou fazendo um

convite para vocé participar como voluntario desta pesquisa.

Eu, mae de fui convidado(a) a participar deste estudo que ira
investigar e estudar a infeccdo do virus da Zika em bebes expostos durante a
gestacéo. Fui convidada, pois meu filho teve suspeita de exposi¢cdo ao ZIKV na minha
gestacédo. Esse estudo busca investigar se meu filho foi realmente infectado pelo virus

durante a gestacdo ou no periodo perinatal e seus possiveis desfechos clinicos.

Sei que o objetivo deste trabalho sera investigar e conhecer melhor o quadro clinico
desta infeccdo. Estou ciente que ndo ha um tratamento especifico e que apesar disso,

preciso consentir a coleta de 2 a 5 ml de sangue e urina para exames.

Meu filho (a) serd acompanhado até 2 anos por consultas de pediatras e outros
profissionais de saude no 15° dia de vida, 1, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses de vida e
poderei, se assim achar necessario, solicitar consulta extra a qualquer momento. Nas
consultas irdo submeter a perguntas relacionadas a saude fisica e desenvolvimento
psicomotor, avaliacdo clinica e sempre que necessario serd encaminhado

especialidades médicas que se fizerem necessarias.

Permito a coleta sanguinea de meu (a) filho (a). O sangue sera coletado por puncéo
(agulha descartavel) venosa por profissional de saude especializado. Amostras de

lagrimas, saliva, urina também podera ser coletada enquanto ele(a) estiver em
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acompanhamento pela equipe de pesquisa. A minha participagao e a do meu filho (a)
ndo € obrigatdria e poderei em qualquer momento retirar meu consentimento. Minha
recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou atendimento
nas unidades de Saude.

Permito que investiguem a presenca de marcadores sorologicos de dengue, outras
arboviroses como ZIKA e Chicungunhya e se necessério, outras doencgas virais.
Reconheco que os riscos relacionados com a participacdo do meu filho (a) sédo

minimos, sendo relacionados a coleta de sangue (desconforto, mancha roxa).

Autorizo, portanto, os profissionais do INI/FIOCRUZ a utilizar amostras do sangue do
meu filho (a), lagrima, saliva, urina, fezes para realizacao de pesquisa, garantindo a
privacidade dos resultados os quais serdo fornecidos a mim individualmente,
notificados somente as Instituicdes de Saude Publica. Os dados ndo serao divulgados
de forma a néo possibilitar sua identificacéo e estardo protegidos por codigos e senhas

de acesso ao banco.

As informacdes obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0

sigilo quanto a sua participacao.
Vocé recebera uma coépia deste termo onde consta o telefone e o endereco
institucional da pesquisadora principal, podendo tirar suas duvidas sobre a pesquisa

e sua participacao, agora ou em qualquer momento.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na

pesquisa e concordo participar.
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