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RESUMO

O foco principal desta Dissertacdo é a caracterizacdo da restricdo de
crescimento em fetos expostos a infeccdo pelo virus Zika (ZIKV) durante a
gestacdo. A populacao de estudo é formada por mulheres com gestacdes Unicas
e testes moleculares positivos para a infec¢ao pelo ZIKV detectados durante a
gestacado e que foram acompanhadas no IFF entre janeiro de 2016 e marco de
2017. Optamos por dividir em dois grupos: fetos de crescimento normal e fetos
com crescimento restrito e em faixas de idade gestacional para facilitar a
interpretacdo; o critério diagnostico para a restricao de crescimento foi a medida
da circunferéncia abdominal abaixo do percentil 10 para a idade gestacional. As
variaveis biométricas fetais foram reclassificadas em Z-scores conforme a idade
gestacional e, juntamente com as variaveis Dopplervelocimétricas, foram
analisadas comparando-se o0s dois grupos, utilizando o teste t-Student.
Observamos que em todas as faixas analisadas, houve diferenca significativa
entre 0s parametros biométricos, principalmente as circunferéncias cefélica e
abdominal, o fémur apresentou menor discrepancia entre grupos. Na avaliacéo
Dopplervelocimétrica, destacou-se a diferenga no indice de pulsatilidade da
artéria umbilical. Por fim, descrevemos as malformacdes congénitas mais
frequentes no grupo de fetos restritos, como microcefalia, ventriculomegalia,
calcificacdes intracranianas e artrogripose. Os achados deste estudo sugerem
que o virus Zika interfere no crescimento fetal de uma forma mais seletiva,
prejudicando apenas parcialmente o crescimento de o0ssos longos, e que
também promove algum grau de insuficiéncia placentaria, o que explicaria o
aumento na resisténcia ao fluxo sanguineo umbilical neste grupo de fetos

acometidos.

Palavras-chave: infeccéo pelo ZIKV, restricdo do crescimento fetal,
insuficiéncia placentaria



ABSTRACT

The main focus of this Dissertation is the characterization of growth
restriction in fetuses exposed to Zika virus infection during pregnancy. The study
population consists of women with singleton pregnancies and positive molecular
tests for ZIKV infection detected during pregnancy and who were followed at
Instituto Fernandes Figueira between January, 2016 and March, 2017. Then,
they were divided into two groups: fetuses with adequate growth and fetuses with
restricted growth and we stratified them in gestational age strata to facilitate
interpretation; the diagnostic criterion for the growth restriction was the abdominal
circumference below the 10th percentile for gestational age. Fetal biometric
variables were reclassified into Z-scores according to gestational age and, along
with Dopplervelocimetric variables, they were analyzed by comparing the two
groups using Student’s t-test. We observed that in all analyzed strata, there was
significant difference between biometric parameters, especially head and
abdominal circumferences, femur length displayed lower discrepancy between
groups. On Dopplervelocimetric evaluation, we highlight the difference in the
umbilical artery pulsatility index. Finally, we describe the most frequent congenital
malformations in the group of restricted fetuses, such as microcephaly,
ventriculomegaly, intracranial calcifications and arthrogryposis. The findings of
this study suggest that the Zika virus interferes in fetal growth in a more selective
form, partially harming femoral growth, and that it also promotes some degree of
placental insufficiency, which could explain the increase in umbilical blood flow

resistance in the group of affected fetuses.
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1. INTRODUCAO

Em 2015, a zika, uma doenca infecciosa ja conhecida pela comunidade
cientifica ha4 quase 70 anos, porém restrita a algumas regifes da Africa e
algumas ilhas do Pacifico, ganhou destaque mundial apos se disseminar pelas
Américas. O virus zika (ZIKV) foi descrito na década de 1940, em Uganda,
descoberto durante pesquisas sobre o virus da febre amarela. Naquela ocasiao,
contudo, ainda nédo havia relatos da doenca em humanos. Em 2007, na ilha de
Yap (Micronésia), ocorreu a primeira epidemia da infeccdo, com
aproximadamente 74% da populacédo sendo infectada e, 6 anos depois, nova

epidemia ocorreu na Polinésia Francesa. ®

No Brasil, a infeccdo surge entre 2014 e 2015, com surtos na regiao
Nordeste e, pouco tempo depois (agosto e setembro/2015), ocorre um
significativo aumento no numero de casos de microcefalia notificados no mesmo
territério; a relacdo temporal entre os eventos levanta a suspeita de uma possivel
associacao causal entre os dois quadros.® Posteriormente, situagdo semelhante
também foi observada na regido Sudeste, principalmente no Estado do Rio de
Janeiro. Nesse periodo, o Ministério da Saude (MS) e as Secretarias Estaduais
de Saude comecam a estabelecer politicas de vigilancia e notificacbes. Em
novembro de 2015, a zika foi classificada como Emergéncia de Saude Publica
de Importancia Nacional pelo MS e, em fevereiro de 2016, de Importancia

Internacional pela Organizacdo Mundial de Saude.®)

Com o aumento do numero de casos estudados e das publicacdes
associadas, cada vez mais achados neonatais foram relacionados a infeccéo
congénita pelo ZIKV, como malformacdes do sistema nervoso central dos recém-
nascidos, artrogripose, alteracdes oculares, configurando o que se denominou
posteriormente de Sindrome Congénita da Zika (SCZ).”» Da mesma forma,
autores na area da Medicina Fetal comecaram a descrever os achados
intrauterinos,®8 muitos dos sinais vistos nos recém-nascidos ja eram passiveis

de deteccéo no feto, inclusive a microcefalia.

O termo crescimento intrauterino restrito (CIUR) caracteriza fetos que

falharam em atingir todo seu potencial genético de crescimento, 0 que pode
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ocorrer devido a diversos insultos ao bindmio maternofetal, sendo o ZIKV um
novo agente etiolégico associado a este achado. Ainda ha muita controvérsia
sobre os critérios diagndsticos e etiologias, porém é bem consolidada sua
associacdo com desfechos perinatais adversos.() Neste trabalho, utilizaremos
como definicdo de crescimento restrito a medida da circunferéncia abdominal

abaixo do percentil 10 para a idade gestacional.

Outras infec¢cdes congénitas mais comuns também podem cursar com
CIUR, mas na zika esta frequéncia parece ser maior do que a estimada para
outros agentes.® Esta associagdo frequentemente descrita, porém ainda pouco

estudada, € o tema que este trabalho se propde a estudar.
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2. JUSTIFICATIVA

O Instituto Nacional de Saude da Crian¢a, da Mulher e do Adolescente
Fernandes Figueira, referéncia em saude publica para o diagnéstico e
acompanhamento de alteracbes fetais, sejam elas infecciosas ou por
malformacbes, € um dos principais pontos de acolhimento das gestantes
infectadas pelo virus zika no Estado do Rio de Janeiro. Essas gestantes sédo
encaminhadas seja por malformacdes ja diagnosticadas ou pela positividade dos
testes virolégicos. Na pandemia de 2016, eu iniciava a especializacdo em
Medicina Fetal no IFF, vendo de perto as consequéncias clinicas e sociais da

infeccéo da zika, o que despertou o meu interesse pelo estudo do tema.

A gravidade do quadro fetal encontrado nestas pacientes, até entdo com
muito mais perguntas do que respostas, tornava dificil o aconselhamento das
gestantes quanto ao prognostico da gravidez e pdés-parto. Hoje, muitos dos
guestionamentos do inicio da epidemia ja foram respondidos, contudo, outros

ainda ndo alcancaram explicacao satisfatoria.

Especificamente sobre o tema desse projeto, a busca bibliografica
associando a infeccao pelo ZIKV e o CIUR retorna apenas 11 artigos (PubMed)
que citam o achado da restricdo de crescimento, sendo que o Unico a se
aprofundar na avaliacdo deste achado foi Walker et al.?") avaliando gestantes
estadunidenses infectadas e possivelmente expostas. Espera-se, com este
trabalho, ajudar a preencher algumas lacunas do conhecimento sobre a histéria
natural da infecgéo congénita a fim de melhorar o aconselhamento das mulheres

acometidas com ZIKV e CIUR na gestacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Analisar o padrédo de restricdo do crescimento em fetos expostos a infeccéo

pelo virus zika

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Descrever os achados dos parametros biométricos e Dopplervelocimétricos
fetais

- Comparar a evolugédo dessas medidas entre os grupos de fetos restritos e 0s

nao-restritos

- Descrever as malformacdes mais frequentemente associadas em cada grupo



13

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 A INFECCAO PELO ZIKA VIRUS

A zika é uma infeccdo transmitida por mosquitos do género Aedes e
causada por um flavivirus neurotropico, o zika virus (ZIKV), que ataca as células
neurais progenitoras, prejudicando a multiplicacdo, migracdo e diferenciacao
neuronais. Os primeiros casos de zika em humanos foram descritos em Uganda
e na Tanzania em 1952, porém como casos esporadicos da doenca; o primeiro
surto ocorreu na Micronésia em 2007, onde quase 70% da populagéo foi
infectada. Na América do Sul, os primeiros relatos surgiram no Chile em 2014 e,
posteriormente, foi detectada sua disseminacdo para o Brasil em maio de
2015.4.9)

O género Flavivirus compreende diversos outros agentes infecciosos de
importancia para a saude publica, como o virus da febre amarela, o da dengue
e o da encefalite japonesa; todos eles também apresentam como ponto comum
a transmissao por vetores artropodes. O virus zika € composto de uma fita Unica
de RNA, envelopado de forma icosaédrica. Duas linhagens do patégeno sdo
descritas: a africana e a asiética, esta Ultima responsavel pelas epidemias nas
ilhas do Pacifico e nas Américas. Testes de laboratério demostram a acao
neuropatica do virus, com degeneracdo neuronal, infiltracdo celular e intensa
replicacdo nas células da astréglia e nos neurbnios. Também € descrita
importante reacdo inflamatéria em células musculares esqueléticas e no

miocardio. 0

A infeccao é transmitida principalmente pela picada do mosquito infectado
e pela via transplacentéaria, mas também existem descri¢cdes de transmisséo por
via sexual (sémen, principalmente), hemotransfusdes, transplantes de 6rgaos e
acidentes bioldgicos. Ressalta-se que a infeccéo fetal pelo ZIKV se caracteriza
por ser a Unica infeccdo congénita reconhecidamente transmitida por um vetor
(mosquitos do género Aedes), o que pde em énfase aspectos clinicos e

epidemioldgicos singulares.b
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4.2 QUADRO CLINICO

A doenca materna aguda surge apés um periodo de incubacao que pode
variar de 2 a 14 dias, com um quadro de febre baixa e intermitente (até 38,5°C),
exantema maculopapular pruriginoso, artralgia (principalmente em pequenas
articulacbes) e conjuntivite. Outros sintomas inespecificos também podem
ocorrer, como astenia, mialgia, cefaleia e dor retro-orbitaria. O rash cutaneo

tende a se concentrar no tronco, membros, palmas e plantas. (%19

A infeccéo pode ser assintomatica em até 75% dos pacientes infectados
pelo virus, no entanto, tém sido relatados casos de evolugdo para quadros
maternos graves como a sindrome de Guillain-Barré, numa incidéncia estimada

em 2,4 casos para cada 10.000 infecgbes.12:13)

A gestacéao, por si s6, ndo altera o curso clinico da doenca, porém pode
ser fator de risco para maior viremia e deteccéo prolongada de particulas virais
no sangue.41% Além disso, ndo ha correlacio significativa entre a gravidade da

sintomatologia materna e o grau de acometimento fetal. %

4.3 DIAGNOSTICO

O Center for Disease Control and Prevention (CDC) recomenda que as
pacientes gestantes sejam interrogadas quanto a sinais sugestivos de infeccdo
pelo Zika e possivel exposicado epidemioldgica a cada consulta de pré-natal e as
testagens sdo feitas de acordo com a presenca ou ndo de sintomas,

preenchendo os seguintes critérios: 1617

- pacientes com exposicao provavel e sintomas sugestivos de infeccdo pelo
ZIKV: testes em até 12 semanas apos inicio do quadro — PCR em amostra de

sangue e urina e IgM

- pacientes assintomaticas com exposicao constante: testes 3 vezes ao longo do

pré-natal — PCR em sangue e urina.

O mesmo 6rgdo recomenda a seguinte interpretacdo dos resultados:
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PCR positivo = infeccéo aguda pelo ZIKV

PCR negativo e IgM ndo-negativo = necessario teste de neutralizacdo pela

reducdo em placa (PRNT)
PCR negativo e IgM negativo = sem evidéncia de infeccao

Nos testes de neutralizacdo (PRNT), uma amostra do soro a ser testada
€ combinada a uma suspenséo viral e incubada para que haja reacdo com o
virus. Esta solugéo € entdo titulada em uma placa de células hospedeiras que
entdo serdo infectadas pela solugéo viral. A leitura do exame pode ser feita por
microscopia direta, anticorpos fluorescentes ou corantes que reagem

especificamente com células infectadas.8)

No PRNT, resultados para zika superiores a 10 e para dengue menores
que 10 sugerem infeccdo por zika, sem ser possivel determinar tempo de
infeccdo. Resultados superiores a 10 para ambas sugerem infeccdo por
flavivirus sem ser possivel especificar qual deles. Por fim, resultados menores

que 10 para zika afastam possibilidade de infecgdo.6

As recomendacfes do Orgdo americano sdo validas dentro de um
contexto ndo endémico do virus. Entre nés, o MS, por sua vez, mantém a
recomendacédo de coleta de PCR a partir do inicio dos sintomas e sorologia (IgM
e IgG) a partir do quinto dia. Nas pacientes assintomaticas, recomenda-se a
coleta de sorologias juntamente com a rotina laboratorial de cada trimestre. O

PRNT ainda ndo é um exame disponibilizado no Brasil.(®)

Até o presente momento, ainda € desconhecido o tempo pelo qual o PCR
pode persistir positivo no sangue materno, havendo relatos de até 10 semanas
de persisténcia.(1%

Nas gestantes com sorologia e/ou PCR positivos, o CDC recomenda
avaliacdo ultrassonografica a cada 3-4 semanas, em busca de alteracdes
sugestivas de infeccdo fetal, cujo diagndstico pode ser confirmado pela
realizagcdo de PCR no liquido amniético, de preferéncia 6-8 semanas apoés a
infeccdo materna, porém ainda nao esta bem estabelecida sua sensibilidade. )

O fluxograma 1, adaptado do CDC, expde de forma didatica a sequéncia de
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etapas para a confirmacao diagnéstica da infeccéo. A figura 2 resume, por sua

vez, as recomendacdes atuais do MS para a conducéo dos casos:

Gestante — avaliar exposi¢do e
sintomas de Zika

Sintomaticas até 12 semanas apds
inicio dos sintomas
Assintomaticas com exposi¢do constante

PCR para zika no sangue e
urina + IgM

PCR para zika no sangue e
urina

PCR positivo —

PCR negativo e IgM PCR negativo e
nao-negativo IgM negativo

Infec¢dio recente pelo
Zika

PCR positivo—
Infec¢do

Teste de neutralizagdo em

PCR tivo—
placas (PRNT) Sem evidéncia de infec¢do .

Sem evidéncia

recente pelo ) -
P de infec¢cdo

Zika

> 10 para zika e < 10 para > 10 para zika E 2 10 para < 10 para zika — Sem
dengue — Infegdo recente dengue — Infecg¢do recente evidéncia de infec¢do
pelo zika por flavivirus recente por zika

Figura 1 - Fluxograma adaptado de CDC US — Orientacao provisdria sobre gravidez. Atualizada
em fevereiro de 2018. 16)

Gestante com sintomas
sugestivos de zika por ate 8 dias

Exame fisico e anamnese
Notificagdo compulsoria ao SINAN

PCR para zika: até 5 dias — sangue e urina Avaliagio ultrassonografica— 2-3
5-8 dias — apenas urina semanas apds o quadro
IgM e IgG para zika: 3-5 dias e 3-4 semanas Realizag3o de pelo menos dois
apos o quadro exames para acompanhamento.

Coletar também sorologia para STORCH e
outras arboviroses

Exames positivos para Exames negativos para Encaminhamento ao pré-

zika zika natal de alto risco se

detectadas alteragtes

fetais

Encaminhamento ao Pré-natal de risco
pré-natal de alto risco habitual

Figura 2 — Fluxograma adaptado do MS para diagndstico e conducdo dos casos de zika na
gestacdo. Ultima atualizacdo em fevereiro de 2016. (19
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4.4 TRATAMENTO

N&o existe tratamento especifico para o zika virus, sendo recomendado
tratamento de suporte com hidratacdo vigorosa, analgésicos e antitérmicos,
como paracetamol e dipirona. Também néo ha, até o momento, nenhuma droga
que altere o curso da infeccdo fetal, embora muitas medicacdes estejam em
estudo, como inibidores da proteina NS3, inibidores de protease, anticorpos
neutralizantes e drogas de uso ja consagrado em outras enfermidades, como a

niclosamida, a daptomicina e a pirimetamina. 9

Deve-se orientar as pacientes suscetiveis sobre medidas de profilaxia da
infeccdo como evitar viagens a areas endémicas, uso de repelentes e minima
exposicao de area corporal e sobre o uso de preservativos durante as relacdes

sexuais, de preferéncia durante toda a gestacéo.

Ainda estdo em fase de testes clinicos possiveis antigenos candidatos a
vacinas contra o virus (virus inativados, proteinas de membrana e proteinas do
envelope viral), com resultados promissores em primatas ndo-humanos até o

momento.(@1-23)

4.5 REPERCUSSOES FETAIS

Ainda ha poucas informacdes disponiveis quanto ao tempo de surgimento
das primeiras alteracfes ultrassonograficas ap6s o episédio de infeccdo
materna; ha relatos de alteracdes surgidas entre 18-20 semanas em pacientes
com infeccdo no inicio da gestacdo. Sendo assim, tem-se recomendado a
realizacdo de avaliacdo ultrassonografica 4 semanas apo0s a infeccdo, com

reavaliacdo a cada 4 semanas.®

A avaliacao consiste em: biometria de rotina, com atencao para medidas
do polo cefalico e deteccdo da microcefalia, que é definida como circunferéncia
cefalica menor do que o percentil 3 ou 2 desvios-padrao para a idade gestacional
(a microcefalia grave € definida como menor que 3 desvios-padrao); avaliacdo

da anatomia fetal: forma do cranio, presenca de calcificagbes intracranianas,
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ventriculomegalia, disgenesia de corpo caloso, hipoplasia cerebelar, microftalmia
e artrogripose. Na avaliacdo do crescimento dos fetos com microcefalia, deve-
se atentar para exclusdo das medidas do polo cefélico no célculo do peso
estimado fetal, o que poderia subestimar consideravelmente a estimativa de

peso. (24)(6)

Um estudo realizado no Rio de Janeiro demonstrou certo grau de
insuficiéncia placentaria em decorréncia da acao citopatica do virus na placenta,
principalmente nos casos de infecgGes ocorridas no terceiro trimestre. Estes
fetos apresentaram restricdo de crescimento, alteracbes de parametros
Dopplervelocimétricos a semelhanca daquelas encontradas no modelo
obstrutivo e oligodramnia.® Em contrapartida, um estudo do Ceara n&o
evidenciou alteragdo Dopplervelocimétrica em nenhum dos casos estudados,

incluindo fetos com restricdo de crescimento.®

Waldorf et al. publicaram dois estudos nos quais descrevem, em
populacées de camundongos e primatas infectados pelo virus zika, um padréo
de crescimento fetal com significativo atraso na velocidade de crescimento das
medidas da cabeca e do abdome, sem alterar o crescimento de 0ssos longos
como o fémur. 2528 Walker et al. sugeriram que 0 mesmo processo pode ocorrer
também em seres humanos, quando estudaram as relac6es biométricas em
fetos expostos a infec¢do pelo ZIKV numa populacdo de Nova lorque, nos

Estados Unidos. @¢7)

4.6 A RESTRICAO DE CRESCIMENTO FETAL

O crescimento e o desenvolvimento fetais dependem de uma eficiente
transferéncia de nutrientes e oxigénio maternos. Nas primeiras semanas da
gestacao, a fixacao dos vilos originados do citotrofoblasto da inicio a formacao
de conexdes vasculares entre a circulacdo materna e o espaco interviloso. A
superficie de contato dos vilos e o transporte ativo de substratos como glicose e
aminoacidos aumentam a eficiéncia da troca materno-fetal, sendo seguidos pela

invasdo do citotrofoblasto extraviloso nas artérias espiraladas, o que reduz a



19

resisténcia ao fluxo sanguineo uterino e aumenta o aporte de sangue para o feto

em desenvolvimento. (89

Histologicamente, o crescimento no primeiro trimestre é marcado por
intensa hiperplasia celular; no segundo trimestre, ocorrem simultaneamente
hiperplasia e hipertrofia; e no terceiro, a hipertrofia celular é o fenémeno
predominante, principalmente de tecido adiposo, com ganho ponderal fetal

médio de 200-250 g por semana.?

Atualmente, a classificagcdo mais aceita do peso ao nascimento se divide
em: muito pequeno para a idade gestacional (menor que o percentil 3 para a
idade gestacional), pequeno para a idade gestacional (PIG — menor que percentil
10), adequado para a idade gestacional (AlIG — entre p10 e p90) e grande para

a idade gestacional (GIG — maior que p90).(8)

O Royal College of Obstetricians e Gynaecologists adota como definicdes
para feto pequeno para a idade gestacional: PFE abaixo do percentil 10 ou CA
abaixo do percentil 10. Estas medidas classificam-se como graves se forem
abaixo do percentil 3. (0

Diversos tipos de insulto podem afetar o crescimento fetal em qualquer
uma de suas etapas, reduzindo o nimero ou o tamanho das células ou ambos.
Fetos pequenos podem ser acometidos de forma simétrica, com prejuizo de
crescimento em todos os parametros biométricos, ou assimétrica, com reducao
principalmente da circunferéncia abdominal. O tipo de acometimento depende

da etiologia da restricdo, da época em que o insulto ocorrer e de sua duracao.
(31)(32)

A restricdo de crescimento pode ter origem a partir de trés
compartimentos: materno, fetal e placentario. Muitas vezes, porém, esses

fatores se confundem, ndo sendo possivel definir uma etiologia precisa.!)

Dentre os fatores maternos, pode-se destacar as doencas hipertensivas,
doencas autoimunes, gestacdes multiplas, uso de drogas e infec¢des. Diversos
agentes infecciosos sdo associados a ocorréncia de CIUR, como herpes,

citomegalovirus (CMV) e toxoplasmose.
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Como fatores fetais, as aneuploidias destacam-se como mais prevalentes,

seguidas pelas demais sindromes genéticas euploides.

Por fim, como fatores placentarios, sobressaem as malformacdes
placentérias, placenta prévia, infartos placentarios, anastomoses vasculares nas

gestacBes multiplas e defeitos de implantacdo devido a anomalias uterinas.

4.7 A RESTRICAO DE CRESCIMENTO FETAL NAS INFECCOES
CONGENITAS

Estima-se que as infecgbes congénitas — STORCH (toxoplasmose,
rubéola, CMV, herpes, sifilis e outras) sejam responsaveis por 5-15% dos casos
de restricdo de crescimento durante a gestacdo; no entanto, poucas sdo as

vezes em que este é um achado isolado. (33:34)

Uma metanalise sobre os desfechos perinatais na infeccao congénita pelo
Toxoplasma gondii evidenciou que o risco total de transmissao durante a
gravidez foi de 20%, sendo maior no terceiro trimestre. O grupo de pacientes
infectadas apresentou odds ratio de 4,49 para o desfecho de CIUR e 4,92 para
anomalias fetais, como ventriculomegalia, calcificacBes intracranianas e

hepaticas e ascite. (539

Na sifilis, a transmissédo € maior durante a fase primaria, afetando quase
80% dos conceptos nesta fase. Estudos mostram que a taxa de CIUR chega a
12,8% dos fetos infectados, sendo comumente acompanhado de

hepatoesplenomegalia, hidropisia fetal, anemia e periostite.©?)

O CMV, por sua vez, apresenta maior taxa de transmissao durante a
primoinfec¢do na gestacdo, com risco de até 40% em casos de infeccdo no
primeiro trimestre. Os achados mais comuns associados a este agente sao
surdez congénita, atraso no desenvolvimento, restricdo de crescimento,
oligodramnia e calcificagdes intracranianas. Estudos recentes demonstram que,
dentre os STORCH, o CMV foi o agente mais frequentemente associado ao
CIUR idiopatico, por vezes com sinais de insuficiéncia placentaria. Estima-se

uma incidéncia geral de restricdo de crescimento de 11,7%.(38-40)
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Na rubéola, o risco de ocorréncia de CIUR é maior no primeiro trimestre,
com uma taxa acumulada ao longo da gestacdo de 25%. Outros achados
comuns na doenca sdo defeitos cardiacos, catarata, retinite, microftalmia,

hepatoesplenomegalia e surdez congénita. (4142

No contexto das infec¢bes, a malaria chama bastante a atencdo em sua
associacado com CIUR, podendo afetar até 70% dos fetos em areas endémicas.
A justificativa para esta alta incidéncia sdo as infec¢des recorrentes e a maior
exposicdo ao efeito do patdgeno, visto que essas gestantes ja possuem certa
imunidade para os quadros febris da doenca e ndo evoluem para parto

prematuro.“?

Na zika, estudos preliminares estimaram a ocorréncia em torno de 8-9%
nos fetos expostos, apresentando grande associacdo com microcefalia e as

outras alteracGes do sistema nervoso central, caracteristicas da infecgédo. ¢44)

Outros agentes como herpes (durante primo-infeccdo) e HIV
(principalmente se a contagem de linfocitos T CD4+ for menor que 200 no
primeiro trimestre) também estao associadas a ocorréncia de CIUR, porém em

menor frequéncia.(©®)

4.8 A RESTRICAO DE CRESCIMENTO E INSUFICIENCIA PLACENTARIA

A Dopplervelocimetria obstétrica € um método diagndéstico ndo-invasivo
utilizado como rastreio de alteragbes hemodinamicas causadas por estados
hipoxémicos e de sinais de insuficiéncia placentaria, especialmente comuns nos
fetos com restricdo de crescimento. A avaliagdo pode ser feita a partir do
compartimento materno pelo Doppler das artérias uterinas, forma utilizada como
predicdo de risco para pré-eclampsia, insuficiéncia placentaria e CIUR precoce;
no compartimento fetoplacentério, a avaliacéo é feita através da artéria umbilical;
e, no compartimento fetal, a artéria cerebral média e o ducto venoso sao os

vasos de maior utilizagdo clinica.“®

As artérias umbilicais sdo os indicadores utilizados para avaliacdo da

insuficiéncia placentaria e, em gestacdes normais, a resisténcia no fluxo das
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umbilicais é inversamente proporcional a idade gestacional. Nos fetos com
crescimento restrito ocorre 0 mecanismo inverso: 0 aumento nos indices de
resisténcia e pulsatilidade destas artérias é o primeiro sinal de alteracdo da
hemodinamica fetal, podendo ndo ocorrer mesmo com até 50% de obstrugéo da

arvore placentaria.“647

Persistindo a lesdo placentaria e a insuficiéncia, o feto inicia o processo
de adaptacdo ao insulto hipoxémico, como tentativa de preservar o fluxo
sanguineo para Orgdos nobres como cérebro, coracdo e adrenais, fenbmeno
conhecido com centralizagdo fetal. Neste processo, ocorre a diminuicdo na
resisténcia ao fluxo de sangue na artéria cerebral média, com inversao da
relacdo cerebroplacentaria (RCP), importante fator preditivo de desfechos

perinatais adversos. “849)

Diante deste cenario, a Dopplervelocimetria do ducto venoso presta-se a
avaliar a resposta cardiovascular fetal; conforme ocorre a vasoconstrigao
periférica no processo de centralizagdo, ha um aumento da pressdo nas camaras
cardiacas e, consequentemente, no compartimento venoso fetal. A alteracao no
indice de pulsatilidade do ducto venoso marca o inicio do processo de acidose

fetal, aumentando a incidéncia de complicacGes neonatais.®?

A conduta clinica adotada dependera do grau de acometimento da funcéo
placentaria, observado principalmente através do Doppler, e da idade
gestacional encontrada. Esses protocolos estdo cada vez mais bem
estabelecidos na literatura obstétrica, mas norteiam principalmente as condutas
em gestacOes acometidas exclusivamente pelo CIUR causado por insuficiéncia

placentaria.®1.52)
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5. MATERIAIS E METODO

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo longitudinal prospectivo, realizado no setor de
Medicina Fetal do Departamento de Obstetricia do Instituto Fernandes Figueira
com gestantes expostas a infeccdo pelo virus Zika no periodo de janeiro de 2016

a marco de 2017.

5.2 APRECIACAO ETICA

O presente estudo faz parte de uma linha de pesquisa maior denominada
Exposicdo vertical ao zikavirus e suas consequéncias para O
neurodesenvolvimento infantil, j& em andamento no IFF, CAAE
52675616000005269, sendo contemplado em seus objetivos especificos (item
“e” — Descrever as alteracoes ultrassonograficas fetais e dos bebés expostos aos
ZIKV, CHIKV e DENV e item “i” - Analisar a associacao entre a exposicao ao
ZIKV e anomalias congénitas) e dispensando aprovacéo pelo Comité de Etica

em Pesquisa.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

- Gestantes com confirmacéo laboratorial de infec¢do pelo virus Zika

durante a gravidez (PCR em sangue ou urina), independente de sintomas.

5.4 CRITERIO DE EXCLUSAO

- Gestacbes gemelares.
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5.5 TAMANHO DA AMOSTRA

Dado o carater emergente da infeccdo pelo ZIKV, optou-se por usar uma
amostra de conveniéncia com todas as pacientes encaminhadas ao setor de
Medicina Fetal e que preenchiam os critérios de inclusdo do estudo, totalizando
106 casos.

5.6 IDENTIFICACAO DOS CASOS

As pacientes foram recebidas no Setor de Medicina Fetal, cadastradas no
software utilizado para laudos ultrassonograficos (Astraia®), e tiveram sua
gestacdo datada pelo inicio da dltima menstruacdo (DUM) ou pelo primeiro
exame ultrassonografico, realizado antes de 20 semanas. A datacao pela
ultrassonografia foi preferida nos casos em que a DUM era incerta ou se os ciclos
menstruais eram irregulares; utilizou-se preferencialmente o exame do primeiro

trimestre, que apresenta margem de erro sabidamente menor.®3)

5.7 COLETA DE DADOS

As pacientes passaram por entrevistas onde foram coletadas informacdes
maternas como data de nascimento, paridade, comorbidades, histéria obstétrica,
sintomas da infec¢éo, resultados de exames laboratoriais e meios de contato. As
fichas utilizadas encontram-se no Anexo 1. Quando ndo foi possivel a coleta no
momento da incluséo, as pacientes foram contatadas por telefone ou e-mail para

complementacao dos dados.

Os dados dos exames foram coletados a partir do banco de dados do

Astraia ® e organizados em bancos de dados do Excel®.
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5.8 EXAME ULTRASSONOGRAFICO

Os exames obstétricos foram realizados por médicos assistentes do Setor
de Medicina Fetal do IFF com aparelhos Voluson Expert e E6 (General Electrics),
por via abdominal e com transdutores convexos de 3,5 MHz, sendo realizadas:
biometria fetal, Dopplervelocimetria obstétrica, avaliagdo do liquido amniotico e
da morfologia fetal. Todos os médicos participantes apresentavam pelo menos
dois anos de experiéncia em ultrassonografia obstétrica e certificado de
especialista na &rea de atuacdo em ultrassonografia em ginecologia e obstetricia
(Colégio Brasileiro de Radiologia / Federacdo Brasileira de Ginecologia e
Obstetricia). Todos os exames foram revistos por um examinador sénior (Dr.

José Paulo Pereira Junior).

Os parametros biométricos obtidos no presente trabalho respeitam

técnicas de mensuracgdo ja consagradas na literatura.

- Polo cefélico: na imagem axial da cabeca fetal, com os talamos e o
cavum do septo pelucido, foram obtidos o diametro biparietal (DBP), medido da
superficie externa do 0sso parietal proximal ao transdutor até a superficie interna
do osso contralateral; e a circunferéncia cefélica (CC), medida em tracado

elipsoide por toda a superficie externa do cranio.®*

Figura 3 — Plano ultrassonogréfico para medi¢cao do DBP e da CC.
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- Abdome: a imagem foi obtida no eixo transverso do abdome fetal,
perpendicular & coluna e tomando por pontos de referéncia o estdbmago e a
juncao das veias porta. A medida da circunferéncia abdominal (CA) foi feita de
forma que contornasse toda a superficie externa do abdome, incluindo pele e

tecido subcutaneo.®%

Figura 4 — Plano ultrassonografico para medicdo da CA.

- Fémur: o osso longo foi medido em seu eixo longitudinal, na imagem mais

paralela possivel ao transdutor, sendo medida apenas a diafise ossificada.®¥

Figura 5 — Plano ultrassonografico para medicéo do CF.
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5.9 PROTOCOLO DE ESTUDO

As gestantes foram submetidas a exames ultrassonograficos mensais
para acompanhamento do crescimento fetal ou em intervalos mais curtos, nos
casos em que se fazia necessaria maior vigilancia obstétrica. Os casos foram,
entdo, divididos em dois grupos: aqueles diagnosticados com restricdo de
crescimento (CIUR) e aqueles de crescimento normal (ndo-CIUR). O critério
diagnostico para CIUR neste trabalho foi a medida da CA menor que o 10°
percentil para a idade gestacional, definicdo proposta pelo RCOG.®% Para cada
exame, as medidas de CC, CA e CF foram classificadas em percentis e Z-score,
com base nos padrfes do International Fetal and Newborn Growth Consortium
for the 21st Century (Intergrowth-21st).% O DPB n&o foi utilizado neste trabalho
pois a técnica de obtencdo utilizada no momento dos exames foi diferente
daquela aplicada pelo Intergrowth-21st. Dados de Dopplervelocimetria das

artérias umbilical e cerebral média também foram incluidos nesta andlise.

Optamos pela estratificacdo por faixas de idade gestacional para melhor
organizacdo da anadlise. A classificacdo neonatal de peso foi feita também
usando os padrboes da Intergrowth-21st. Os exames foram estratificados em
quatro grupos: de 18 semanas a 23 semanas e 6 dias, de 24 semanas a 27
semanas e 6 dias, de 28 semanas a 33 semanas e 6 dias e acima de 34
semanas; e 0s grupos foram analisados comparando valores de Z-score
referentes as medidas de CC, CA e CF, considerando apenas o ultimo exame
de cada paciente em cada faixa de idade gestacional. Por fim, foi feita a
comparacao das curvas de evolucéo dessas medidas entre os dois grupos: CIUR
e ndo-CIUR

5.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva dos dados foi feita a partir das frequéncias de
ocorréncia (para variaveis categoricas), média e desvio-padrdo (para variaveis
numeéricas). Uma analise bivariada foi realizada para identificacdo de
caracteristicas relacionadas as anomalias congénitas, via de parto,
comorbidades maternas prévias e intercorréncias na gestacao, como diagndéstico

de diabetes, pré-eclampsia ou rotura prematura de membranas. Para variaveis
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numericas foi utilizado o teste t-student e para variaveis categoricas o teste de

qui-quadrado.

O estudo estatistico foi realizado utilizando-se o programa SPSS
statistical software, versdo 20 (IBM SPSS, Chicago, IL, USA). Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos se p < 0,05.
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Abstract

Analysis of the pattern of fetal growth restriction in pregnancies exposed to zika

virus infection in Rio de Janeiro.

Gama HD, Nassar Carvalho PR, Pereira Jr JP, and Gomes Jr SC

Introduction Zika fever is a neurotropic viral infection transmitted by mosquito
bites, transplacentally or by infected human fluids and tissues. Congenital Zika
infection may present as central nervous system abnormalities, ocular anomalies
and growth restriction. A new pattern of growth restriction has been described for
zika, suggesting the preservation of femoral growth. Objective To test this new
hypothesis in a cohort of infected pregnant women who were monitored in a
public tertiary health facility in Rio de Janeiro, Brazil. Study design A prospective
longitudinal study comparing the evolution of biometric and Dopplervelocimetric
parameters in fetuses displaying normal growth and growth-restricted fetuses.
Results Twenty-seven patients were diagnosed with intrauterine growth
restriction. All biometric measures were significantly different between groups,
and the head and abdomen circumferences showed a difference of at least 2
standard deviations (SD) (p<0.05) in every gestational age stratum. The
difference in femur length was more evident up to 28 weeks but did not exceed
1.5 SD. The Doppler analysis showed an increase in umbilical artery resistance
starting at 24 weeks, with normal middle cerebral artery indices. Conclusions In
zika-induced fetal growth restriction, head and abdominal circumferences were
the measures showing the greatest changes, while the femur was less affected,

suggesting a femur-sparing pattern of growth restriction. Evidence of placental
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insufficiency was also obtained, but larger studies are necessary to confirm this

finding.



Abbreviations

AC — abdominal circumference

ACOG - American Congress of Obstetricians and Gynecologists
BPD — biparietal diameter

C-sec — cesarean section

FGR - fetal growth restriction

FL — femur length

GA — gestational age

HC — head circumference

IFF — Instituto Fernandes Figueira (Fiocruz)

ISUOG - International Society for Ultrasound in Obstetrics and Gynecology
IUGR — intrauterine growth restriction

MCA — middle cerebral artery

Pl — pulsatility index

PROM - premature rupture of ovular membranes

PSV — peak systolic velocity

RCOG — Royal College of Obstetricians and Gynaecologists

SD — standard deviation

UA — umbilical artery

WHO — World Health Organization

ZIKV — zika virus
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INTRODUCTION

Zika fever is an emergent viral infection that was identified in South America in
2014. In Brazil, the first autochthonous transmission was reported in March 2015,
with an epidemic spread occurring by the end of the year. In February, 2016, the
World Health Organization (WHQO) confirmed the causal relation between zika
virus infection and microcephaly and declared zika a Public Health Emergency of

International Concern, due to its pandemic spread. -4

Zika virus (ZIKV) is a neurotropic flavivirus that attacks neural progenitor cells,
impairing neuronal migration, multiplication and differentiation, as well as causing
placental and muscular inflammation. The infection is transmitted by mosquito
bites, transplacentally and by seminal fluid, blood transfusions and organ or
tissue transplants. The maternal infection is often mild or asymptomatic and

pregnancy does not alter the gravity or duration of the disease. &-7)

The more frequently described fetal anomalies consist of ventriculomegaly,
calcifications, reduced head circumference, lissencephaly, cerebellar dysgenesis
and arthrogryposis. Fetal growth restriction (FGR) has also been described as a

systematic finding during ultrasound examinations. )

The aims of this article are to evaluate whether a pattern of intrauterine
growth restriction (IUGR) exists in pregnancies exposed to zika virus infection
followed in a tertiary health care facility in Rio de Janeiro and to describe the most

common zika-associated abnormalities in this group of fetuses.
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MATERIALS AND METHODS

In this prospective longitudinal study, we recruited pregnant women who were
referred to Instituto Fernandes Figueira (IFF/Fiocruz) and had a confirmed
infection during the outbreak of zika in Brazil from January 2016 to March 2017.
We considered that every woman who had a serum or urine reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) positive for zika was infected, regardless of
the clinical manifestations. The study was approved by the Institutional Review
Board at IFF/Fiocruz and written informed consent was obtained from all patients

who agreed to participate in the study.

At the time of enrollment, a medical and obstetric history of the patients was
collected, adequate dating of pregnancy was obtained according to
recommendations of the American Congress of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG), and information on the signs and symptoms of zika and the timing of

exposure during pregnancy was recorded.

The patients were followed with monthly ultrasound scans until delivery,
whenever possible. The exams were performed by trained staff on a General
Electric Voluson Expert and a Voluson E6, obtaining fetal biometric data (as
recommended by the International Society for Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology - ISUOG)19, Doppler assessments of umbilical and middle cerebral
arteries (also ductus venosus when necessary), amniotic fluid assessments and
an anatomical survey were also conducted. All examiners were certified by the
Brazilian College of Radiology and Diagnostic Imaging and the Brazilian
Federation of Gynecology and Obstetrics Associations (FEBRASGO) and had at

least two years of experience in fetal medicine; all exams were revised by a senior
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examiner. Birth and neonatal data were obtained from a chart review. Twin

gestations were excluded from the study.

Cases were divided into two groups: patients who had been or had not been
diagnosed with FGR at any moment during pregnancy. For the definition of FGR,
we used the measure of abdominal circumference (AC) less than the 10%
percentile for gestational age (<10% for GA), as endorsed by the Royal College
of Obstetricians and Gynaecologists (RCOG).) We stratified the femur length
(FL), head circumference (HC) and AC data and classified them according to the
standards of the Intergrowth-21. The biometric and Doppler parameters were
analyzed in different gestational age strata: from 18 to 23*% weeks, 24 to 27+
weeks, 28 to 33*® weeks and = 34 weeks. The biparietal diameter (BPD) was not
used in this analysis because the technique used by our group was different from
Intergrowth-215t. Doppler velocimetry studies of the umbilical and middle cerebral
arteries were also included in the analysis. For each gestational age stratum, only

the data from the last exam for each patient were considered.

A descriptive analysis of the data was obtained from the mean and standard
deviation of the Z-score for numerical variables and frequencies for categorical
variables. A bivariate analysis of the aforementioned variables was obtained
using Student’s t-test and a chi-square test. Statistical analyses were performed
using IBM SPSS statistical software, version 22 (Chicago, IL, USA). All results

were considered statistically significant at p < 0.05.
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RESULTS

One hundred eleven patients were initially enrolled in the study, with 5 twin
gestations excluded. One hundred six pregnant women were eligible for this
study. Forty-seven patients (44.3%) were primigravidas, 25 (23.5%) were in the
second pregnancy, 19 (17.9%) in the third, and 10 (9.4%) had 4 or more
pregnancies; this information was unavailable for five patients (4.7%). Six
patients (5.7%) had been diagnosed with chronic hypertension, 1 (0.9%) had a
history of recurrent miscarriage, 7 (6.6%) had other morbid conditions and 92
(86.8%) had no prior pathology. Twelve women (11.3%) developed
preeclampsia, 3 (2.8%) developed gestational diabetes and 10 (9.4%) were
diagnosed with premature rupture of membranes. No statistically significant

difference in maternal morbid conditions was observed between groups.

Fetal growth restriction was detected in 27 pregnancies (25.4%), with 12
infections occurring in the first trimester (44.4%), 6 in the second trimester
(22.2%) and 9 (33.3%) in which the timing of infection was unknown. For the non-
FGR group, 21 infections occurred in the first trimester (26.6%), 53 in the second
(67.1%) and 4 in the third (5.2%) and the data were unavailable only in 1 case
(1.3%); the difference in these results between groups was statistically
significant. Average gestational age at delivery was 37.6 weeks for the FGR
group and 38.2 weeks for the non-FGR group. Cesarean section was the most
common mode of delivery in both groups, accounting for 55.5% in the FGR group

and 74.6% in the non-FGR group.

(INSERT TABLE 1)
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In the normal growth group, we observed a mean Z-score for the HC of 0.106;
0.290 for AC and 0.023 for FL at 18 to 23" weeks. From 24 to 27*¢ weeks, the
mean Z-scores were: HC -0.140, AC 0.065 and FL 0.159. From 28 to 33*° weeks,
the mean Z-score for HC was 0.451, for AC was 0.536 and for FL was 0.539.
From 34 weeks onward, the mean Z-scores were: HC 0.132, AC 0.312 and FL

0.537.

In the FGR group, all biometric mean Z-scores were below the normal range for
gestational age in every GA stratum. The following results were obtained: HC -
2.250; AC -2.426 and FL -1.23 in the 18 to 23*¢ weeks stratum; from 24 to 27+¢
weeks, HC -4.920, AC -2.930 and FL -1.650; from 28 to 33*% weeks, HC -5.3862,
AC -2.577 and FL -0.941, and from 34 weeks onward, HC -4.486, AC -2.091 and
FL -0.760. Table 2 presents didactic biometric Z-scores, means and standard

deviations of the two groups.

(INSERT TABLE 2)

Doppler pulsatility indices (PI) for the umbilical (UA) and middle cerebral arteries
(MCA) and MCA peak systolic velocity (PSV) were also analyzed according to
gestational age strata. A detailed description of the results is presented in Table

3.

For the fetuses displaying normal growth, the following results were obtained:
mean UA PI 1.26, MCA PI 1.85, and MCA PSV 26.6 mm/s in the 18 to 23*® week
stratum; from 24 to 27+¢ weeks, mean UA Pl 1.10, MCA PI 1.85, and MCA PSV
31.7 mm/s; from 28 to 33*¢ weeks, UA P1 0.99, MCA PI 2.01, and MCA PSV 46.2
mm/s, and from 34 weeks onward, UA P1 0.84, MCA PI 1.75, and MCA PSV 56.2

mm/s.
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For the growth-restricted fetuses, the mean cerebral PI did not differ substantially
from the previous group, but the umbilical artery showed high resistance flow in
every analyzed stratum. We observed a mean UA PI of 1.05, MCA PI 1.50, and
MCA PSV 25.0 mm/s in the first stratum. In the second stratum, the UA Pl was
1.54, MCA Pl was 1.92, and MCA PSV was 31 mm/s. In the third stratum, the
mean UA Pl was 1.25, MCA Pl was 1.94, and MCA PSV was 32.7 mm/s, and in
the last stratum, the mean UA Pl was 1.11, MCA Pl was 1.58, and MCA PSV was
40.7 mm/s. A statistically significant difference in cerebral blood flow velocity was
only observed later than 28 weeks of GA.

(INSERT TABLE 3)

Associated fetal abnormalities

In our sample, growth-restricted fetuses exhibited a higher frequency of
morphological defects, particularly in the central nervous system. Microcephaly
was detected in 77.8% (21) of the cases, ventriculomegaly in 66.7% (18),
intracranial calcifications in 70.4% (19), posterior fossa anomalies in 29.6% (8),
and arthrogryposis in 33.3% (9). Other less frequent anomalies were also
observed in these fetuses, such as Blake’s pouch cyst, micrognathia, redundant
occipital skin and soft tissue edema; one case (3,7%) had hydranencephaly,
which ended as a stillbirth. Perinatal death occurred in 25.9% of the growth-
restricted fetuses. Table 4 describes frequencies and statistical significance of

these variables.

(INSERT TABLE 4)
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COMMENTS
Principal findings

Our study describes a cohort of 106 pregnant women with a confirmed zika virus
infection during pregnancy and an analysis of the growth of these exposed
fetuses. A femur-sparing pattern of growth restriction has been hypothesized
recently in a North American study, suggesting a new pattern of FGR.(12 We re-
classified the FGR population using the measure of an abdominal circumference
less than the 10" percentile for gestational age to test this hypothesis.?) The AC-
based classification avoids the possible overdiagnosis of FGR in patients with
ZIKV-induced microcephaly. This finding was obtained through the inclusion of

lower cephalic measurements observed in this group of fetuses.
Results

In this cohort, fetal biometric parameters differed considerably between FGR and
non-FGR groups, from the first gestational age stratum to the end of gestation.
The graphs presented above show a marked difference (more than 2 SD) in HC
and AC Z-scores, and a less pronounced, but still statistically significant
discrepancy, in the FL Z-scores. We understand that femoral growth may be
partially impaired by zika infection but less affected than head and abdomen
biometry. Head circumference was the most affected parameter, as expected,
due to the neurotropic destructive effect of ZIKV 13-16): nevertheless, abdominal
and femoral growth were also affected, which may indicate a cytopathic effect on
different progenitor cells other than neural progenitors, as suggested by an
experimental study.®” This cytopathic pattern of FGR is traditionally associated

with other in utero infections, such as cytomegalovirus and rubella.®
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A second finding of the present study is the observed decrease in Doppler
cerebroplacental ratio between the first and second strata, which might represent
a placental disfunction during the second and third trimesters, when fetal
metabolism is higher and requires a low-resistance flow in placental vessels. This
finding was confirmed by the increase in the mean pulsatility index of the umbilical
artery greater than the 90" percentile for gestational age in the same period for
the growth-restricted fetuses. Some authors have already shown in human and
non-human models that the inflammatory response to placental infection leads to
the apoptosis of trophoblast cells and impairs vascular remodeling, thus
increasing resistance in these vessels.(1®22 This finding differs from the
traditional increase in umbilical resistance observed in the hypertensive

obstructive model.(@3

A remarkable finding was the incidence of growth restriction in the study
population. Previous papers have estimated a rate of 8-9% @425, but we found
an incidence of 25,4% (27 cases), which was supported by the finding of 21
liveborn infants (25,7%) who were postnatally classified as small for gestational
age. This prevalence may be attributed to the definition of FGR adopted by our
group. Theoretically, the isolated AC < 10% for the GA-based definition adopted
in the present study represents a more specific diagnostic of growth restriction,
avoiding the inclusion of fetuses with microcephaly, but the best diagnostic

criteria for IUGR in fetuses with ZIKV infection remain to be confirmed.
Clinical and research implications

Our evidence shows the asymmetric growth impairment of ZIKV infection

during pregnancy, alerting clinicians on the femur-sparing pattern of FGR. This
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study also brings to light abnormalities in human placental blood flow previously
described in non-human models. (202226) Zika seems to alter oxygen transport
within the placenta by causing vasculitis and villous damage, reducing
permeability of the placental vili and raising blood flow resistance in

uteroplacental circulation.
Strengths and limitations

Limitations of the study include its limited sample and the absence of uterine
arteries Doppler assessment, which would improve fetal growth restriction
evaluation. To the best of our knowledge, the present study employs a larger
population than other studies in the medical literature specifically exploring IUGR
and ZIKV. We obtained statistically significant results, but we propose that larger
prospective studies are necessary to confirm these findings, particularly the

Doppler velocimetry parameters.
CONCLUSIONS

In fetuses with growth restriction induced by ZIKV infection, head and
abdominal circumferences are the most affected measures, while the femur is
less affected, suggesting a femur-sparing pattern of growth restriction, as
described by Walker et al.*? Furthermore, evidence of specific placental
insufficiency has increased, which may determine a different type of growth
impairment that is both induced by direct viral effect on progenitor cells and
damage to the placental structure and vascular flow, leading to high resistance
flow in umbilical vessels. Large-scale prospective studies are needed to confirm
these findings, but ZIKV truly appears to affect fetal growth in a different way than

other congenital infections.
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TABLES AND GRAPHS

Table 1 — Characteristics of the study population

FGR Non-FGR p-value
N = 27 N =79

Maternal age (years) 30.4 26.5 0.007
1st trimester infection 12 (44.4) 21 (26.6) <0.001
2nd trimester infection 6 (22,2) 53 (67.1) <0.001
3rd trimester infection 0 4(5,1) <0.001
Unknown trimester

infection 9 (33.3) 1(1.3) <0.001
GA at delivery (weeks) 37.6 38.2 0.123
Vaginal delivery 12 (44.4) 20 (25.3) 0.088
Cesarean sections 15 (55.5) 59 (74.6) 0.088
Emergency C-sec 4 (14.8) 12 (15.2) 0.617
Preeclampsia 4 (14.8) 8 (10.1) 0.322
Gestational diabetes 0 3(3.7) 0.322
Chronic hypertension 1(3.7) 5 (6.3) 0.468
PROM 2(7.4) 8 (10.1) 0.322
Recurrent miscarriages 0 1(1.2) 0.468

Values expressed in number (%)

Table 2 — Means and SD of fetal biometric parameters (Z-scores)

GA Non-
WEELS FGR FGR
HC Mean SD Mean SD p-value
18 to 23*6| -2.250 0.959 0.106 1.148 0.002
24 to 27%6| -4.920 4.068 -0.140 1.776 0.002
28 to 33*¢| -5.386 3.000 0.451 1.619 0.000
>34 | -4.486 3.592 0.132 2.224 0.000
AC
18 to 23*%| -2.426 -0.551 0.290 0.758 0.000
24 to 27%6| -2.930 2.582 0.065 1.002 0.001
28 to 33*¢| -2.577 1.573 0.536 0.719 0.000
>34 | -2.091 1.344 0.312 0.870 0.000
FL
18 to 23*6| -1.230 1.300 0.023 0.864 0.028
24 to 27*¢| -1.650 1.525 0.159 1.228 0.035
28 to 33*6| -0.941 1.761 0.539 0.912 0.000
>34 | -0.760 1.569 0.537 0.950 0.000
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Table 3 — Means and SDs of fetal Doppler velocimetric parameters

GA Non-
weeks FGR FGR
UA PI Mean SD Mean SD p-value
18to 23*¢| 1.05 - 1.26 0.21 0.350
24 to 27*¢| 1.54 0.23 1.10 0.20 0.005
2810 33%| 1.25 0.34 0.99 0.15 0.000
>34 1.11 0.35 0.84 0.15 0.000
MCA PI
18to 23*¢| 1.50 -- 1.85 0.56 0.542
24 t0 27%6| 1.92 0.04 1.85 0.36 0.790
28to 33*¢| 1.94 0.37 2.01 0.40 0.595
>34| 1.58 0.42 1.75 0.42 0.231
MCA PSV
(mm/s)
18to 23*¢| 25.0 -- 26.6 4.4 0.718
24t0 27| 31.0 - 31.7 9.0 0.936
28 to 33*¢| 32.7 19.8 46.2 9.2 0.002
>34| 40.7 16.2 56.2 12.9 0.003

Table 4 — Associated abnormalities

FGR Non-FGR p-value
N =27 N= 79

Microcephaly 21 (77.8) 4(5.1) <0.01
Intracranial calcifications 19 (70.4) 6 (7.6) <0.01
Ventriculomegaly 18 (66.7) 7 (8.9) <0.01
Cerebellar anomalies 8 (29.6) 2 (2.5) <0.01
Vermian anomalies 8 (29.6) 2 (2.5) <0.01
Hydrocephaly 0 3(3.8) 0.410
Arthrogryposis 9 (33.3) 0 <0.01
Cardiopathy 2 (2.5) 1(3.7) 0.590
Non-immune hydrops 2(7.4) 0 0.063
Other malformations 18 (66.7) 13 (16.5) <0.01
Oligohydramnios 6 (22.2) 1(1.3) <0.01
Polyhydramnios 3(11.2) 3(3.8) 0.171
Perinatal death 7(25.9) 1(1.3) <0.01

Values are presented as numbers (%).
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Graphs — These graphs illustrate mean Z-scores for biometric and Doppler indices throughout
pregnancy. The numbers 1, 2, 3 and 4 on the x-axis represent the GA in trimester strata, as

follows: 1 - 18 to 23*5weeks, 2 - 24 to 276 weeks, 3 - 28 to 336 weeks and 4 - = 34 weeks.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Retomando o que foi exposto nas secOes iniciais, esta Dissertacéo
apresenta um recorte do espectro de alteragdes encontradas na zika congénita,
focando na caracterizacdo da restricdo de crescimento fetal. Trata-se de um
achado relativamente frequente e que esta presente em grande associa¢cao com
outras malformacdes atribuiveis ao ZIKV. No entanto, ainda € um topico muito

pouco explorado na literatura médica.

Nosso trabalho foi capaz de demonstrar o grau de comprometimento
causado pelo virus no crescimento de diferentes sistemas fetais, em
conformidade com achados que ja haviam sido descritos em outro estudo em
humanos.?”) A avaliagdo por meio do Doppler, ainda que limitada por ter sido
feita apenas pelas artérias umbilical e cerebral média, evidenciou sinais de
insuficiéncia placentéaria de provavel etiologia viral, j caracterizada em modelos

experimentais ndo-humanos.®657)

Acreditamos que este seja o primeiro trabalho a explorar de maneira mais
detalhada o crescimento e a fungéo placentaria neste grupo de fetos. Entretanto,
do ponto de vista cientifico, reforcamos a necessidade de estudos maiores e

prospectivos para que seja possivel a confirmacédo destes achados.



8. ANEXOS

8.1 FICHAS DE COLETA DE DADOS

¢ Ficha 1 - Identificacdo da paciente

PACIENTES COM DIAGNOSTICO CONFIRMADO DE ZIKA (PCR POSITIVO)

DATA: ! f201__

[ ) Primeiro exame {

IDENFICACAD:

MNome:

] nidmero do exame subsequente o

REGistro_IFF:

CPF: I

Data de Mascimento: /

! |dade: anos

Celular: { )

Tel Fixaz | )

Tel Marido/Parente{ )

| parentesco i

Tel trabalho: | i

Email;

Facebook:

Twiter:

Uza Whatsapp? | ] Sim {

DADOS DA GESTACAD:

DUM: / /

] Mao Podemos usar? [ ) (3im [ ) MEo

G DUM: SEM dias

Data 12 Us: J__f  Biometria sem __ dias iG hoje US 5 dias

IG hoje pela melhor avaliacdo:

sem dias ({ ) DUM { )JUS)

INFORMACOES ZIKA:

Data inidio rash ou outros - I

! IG inicio rash: sem___dias

Data coleta PCR: / f

Resultado PCR: [ JPos [ ) MNeg

Material positivo:  Sangue  Uring

Local colheu PCR? () IMI/Fiocruz

Sangue+uring Ligamnic  Sangue_fetal

( JPostoSadde | ) IFF [ )outros
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e Ficha 2 — Hist6ria obstétrica

Patient Name

1.
2,
3.
4,
3.
6.

54

Reg IFF:
Gravidity =
Parity =
Abortions Total:
Abort Matural=
Abort artificial=
Multiple gestational=__
Prior Medical History:
Chronical Hypertension . Yes . Not 3. lgnored
Diabetes with/Without Insulin Yes . Not 3. lgnored
Gestational Diabetes Yes . Not 3. lgnored
Thrombophilia Yes . Not 3. lgnored
Repeat Miscarriages (+than 2) . Yes . Not 3. lgnored
HIV . Yes . Not 3. lgnored
Others . Yes . Not 3. lgnored
Wich others Pric history
Pregnancy complications:
Preeclampsia/Eclampsia . Yes . Not 3. lgnored
Hellp Syndrome . Yes . Not 3. lgnored
Gestaional Diabetes . Yes . Not 3. lgnored
PROM . Yes . Not 3. lgnored
PREMATURE LABOR .fes . Not 3. lgnored
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e Ficha 3 — Ficha de parto

FICHA DE PARTO ZIKA

1. Nome Mae: {ReglFF 12. NumeroPac:

3. Nome RN: RegRN:

4. Data parto: / / 4.1, Idade RM em Dias: dias
5. 1G parto:; sem and dias 6. Hospital: IFF  other

7. Tipoparto: 1 Mormal 2. C-5ec 3. Forceps 4 Outros
B. C-5ec emergencia? 1. Sim 2. Ndo 8. C-Secindicacdo;

10.CTG basal? 1. Mormal 2 Anormal 3. NdcReali 4. lgnorado

11, Morte perinatal? 1.5im 2.Ndo 12. Momento dbito : 0. Ndo 1.Mati 2. <8dias 3.<28dias
13 Apagar 1omin 50 min 10omin
14 Capurro sem __ dias 15. Ballard SEMm dias

16. SexoRN (1 ) Masculino | 2) Feminino {3 ) Ambiguous (4) lgnorado

17. Peso Fetal grams 18. F Height om 15. Cephalic perimeter cm
20. Placenta peso: grams 21. Tipo placenta: { 1) Mormal (2 ) Anormal (3)NR (4] IGN

22, Anatomia Patologica: (1) Sim (2] Mo 23 Classificagdo of RM - 1. AIG 2PIG 3. GIG

24 UTI_Meo? (1) Sim (2] Nao 25. sESIM, QOuantos dias? dias

26. Exame fisico RN antes da alta: { 1) Mormal {2 &normal 27, Amamentou no parto? (1) Sim  (2) Nio
28. Anomalias Congénitas{ 1) 5im [ 2) N3o 29. Kariotipe: (1) Mormal (2} Anormal [ 3) MR
30. Qual An Congénita?

31. US transfontanelal TF): {1 ) Mormal {2 ) Anormal [3) MR

32.CT: (1) Mormal [(2) Anormal (3] MR

33.RMM: (1) Mormal (2 ) Anormal (3 ) NR

34. Oftalmo/ Retcam : (1) Mormal (2} Anormal {3 ) NR
35. Otoexam: (1 ) Mormal (2 ) Anormal [3) NR

36. Data da alta hospitalar : i S 201
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