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1. RESUMO

Embora o nordeste do Brasil tenha sido o epicentro da epidemia do Zika em 2015, ainda
é limitada informacdo prospectiva na regido sobre a transmissdo do virus Zika em
mulheres gravidas e os desfechos clinicos nas criangas. Desde janeiro de 2013, temos
realizado um estudo prospectivo de base populacional sobre leptospiroses em residentes
de uma comunidade em Salvador, Brasil. Nesta populacdo foram identificadas mulheres
que estiveram gravidas entre janeiro 2015 e junho 2016 e foram analisadas as amostras
coletadas bianualmente para identificar eventos de soroconversdo para 0 anticorpo
monoclonal ZIKV35 usando o Blockade of Binding (BoB) assay. Foram avaliados os
desfechos clinicos e as altera¢des no desenvolvimento das suas criangas nascidas durante
0 periodo de estudo, a través de entrevistas as maes, medidas antropométricas, exames
neurologicos (Hammersmith Infant Neurological Exam, HINE), e avaliagdo
neurodesenvolvimento aplicando as escalas de Bayley Ill, avaliacbes audiometrias e
oftalmoldgicas. Entre as 655 participantes em idade reprodutiva dentro da coorte, 66
(10%) teve ao menos uma gravidez durante o periodo de estudo. Completamos o
seguimento de 46 (70%) das 66 mulheres, das quais 13 (28%) foram consideradas
expostas (com soroconversdao durante a gravidez) e 33 (72%) ndo expostas (sem
soroconversao ou antes ou depois da gravidez). As 46 criancas avaliadas ndo tiveram
evidencia de microcefalia ou defeitos congénitos ao nascimento, no entanto, as 13
criancas das mées que soro converteram durante a gravidez tiveram mais risco para ter
scores de desenvolvimento cognitivo baixo menora 1 DS (RR 5,07; 95% CI 1.10 - 43.92)
quando comparados com as criancas de maes que ndo soroconverteram durante a gravidez
(4 de 13 [31%)] vs. 2 de 33 [6%], respectivamente). Da mesma forma, criancas de maes
que soroconverteram durante a gravidez, tiveram maior risco (RR 6.82: 1.54 —30.17) para
alteracdes na avaliacdo auditiva comportamental quando comparados com as criangas de
médes que ndo soroconverteram durante a gravidez (5 de 13 [39%] vs. 2 de 31 [7%],
respectivamente). Estes achados sugerem que, criancas expostas no Gtero ao virus do Zlka
tiveram um atraso significativo no neurodesenvolvimento, ainda que com auséncia de

evidencia clinica para sequelas neuroldgicas ao nascimento.
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2. ABSTACT

Northeast Brazil was the epicenter of the Zika epidemic in 2015, yet little if any
prospective information exists on Zika virus (ZIKV) transmission among pregnant
women from the region and clinical outcomes of their infants. We have been conducting
a community-based prospective study of leptospirosis among urban slum residents since
January 2013 in Salvador, Brazil. From this population, we identified women who were
pregnant from January 2015 to June 2016 and identified incident Zika seroconversion
events among participants by analyzing biannually collected samples for the ZIKV35
monoclonal antibody using the Blockade of Binding (BoB) assay. We evaluated adverse
outcomes during pregnancy, birth and infancy by interviewing mothers and performing
anthropometric measurements as well as neurologic (Hammersmith Infant Neurological
Exam, HINE), audiometric and ophthalmological evaluations and examinations with
Bayley Scales of Infant Development 11l. Among a cohort of 655 participants, 66 (10%)
had at least one pregnancy during the study period. We completed follow-up for 46 (70%)
of the 66 women, of whom Zika seroconversion occurred prior to, during and after
pregnancy in 25 (54%), 13 (28%), and 1 (2%), respectively. The 46 infants did not have
evidence of microcephaly or congenital defects at birth. However, the 13 infants of
mothers who seroconverted during pregnancy had increased risk of having a low
cognitive score <1SD (RR 2.96; 95% CI 1.32 — 6.63) than the 33 infants of mothers who
did not seroconvert during pregnancy (4 of 13 [31%] vs. 2 of 33 [6%)], respectively).
Similarly, infants of mothers who seroconverted during pregnancy had increased risk (RR
6.82: 1.54 — 30.17) of having altered behavioral audiometry findings than infants of
mothers who did not seroconvert during pregnancy (5 of 13 [39%] vs. 2 of 31 [7%],
respectively). These findings suggest that a significant proportion of infants exposed in
utero to ZIKV develop developmental deficiencies despite the absence of clinically

evident neurological sequelae.
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3. INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) é um flavivirus que foi responsavel por uma série de epidemias na
Micronésia, no Pacifico Sul e nas Américas (1-3). Os primeiros relatos deste virus na
literatura cientifica aparecem durante a década de 1940 na Africa, quando este patgeno
foi primeiramente isolado em macacos Rhesus e mais tarde, em 1954, em humanos na
Nigéria (4, 5). A transmissdo é principalmente vetorial, através de artropodes
hematdfagos, incluindo o Aedes aegypti, importante na transmissao urbana, e considerado
0 mais eficiente vetor da transmissdo do ZIKV e de doencas como a Dengue, Febre
amarela e Chikungunya (1). O virus ingressa no mosquito quando este se alimenta de um
reservatorio infectado (geralmente primatas), e se reproduz no mosquito vetor,
permanecendo nele durante toda a vida. A transmisséo do virus para um novo reservatorio
é dada quando o mosquito infectado se alimenta novamente (1, 6). Outras formas de
transmissdo sdo a via sexual, transfusdo sanguinea e, ainda, estdo sendo avaliadas a

transmisséo atraves da leite e urina (4, 7).

O quadro clinico associado a infec¢do por ZIKV foi descrito inicialmente como leve e
autolimitado (1). Apos surtos no Pacifico Sul e nas Américas, a infeccdo pelo ZIKV foi
associada com desfechos mais graves (4). Distarbios neuroldgicos, incluindo a sindrome
de Guillain-Barré (GBS), encefalites e mielites tém sido descritos em adultos (8),
enquanto um amplo espectro de alteracdes neuroldgicas, incluindo microcefalia, tem sido
observado em fetos e neonatos (9). Somente no Brasil, 0 namero de casos notificados de
microcefalia aumentou de 5,0 casos por 100 mil nascidos vivos entre 2000 e 2014 para
54,6 casos por cada 100 mil nascidos vivos em 2015 (10). A magnitude deste problema
fez com que Organizacdo Mundial da Satude (WHO) e Organizacdo Pan-americana da
Saude (PAHO) declarassem essa epidemia de microcefalia associada a ZIKV como uma

Emergéncia de Salde Pablica de Preocupacao Internacional (PHEIC) (11-13).

Existem provas suficientes que estabelecem a causalidade entre transmissao intrauterina
do ZIKV e desfechos como microcefalia e outras anomalias neuroldgicas (14, 15). O
conjunto dessas alteracdes é conhecido como sindrome congénita do Zika virus (SCZ).
Esta sindrome é resultado das anomalias estruturais e deficiéncias funcionais secundarias
a danos ao sistema nervoso central e periférico ocasionadas pelo virus (12, 14, 15). Estas
alteracbes podem provocar a diminui¢do do perimetro cefalico e anormalidades como:

lesbes oftalmoldgicas (principalmente dano do nervo Optico e da retina, cicatrizagdo
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macular e mancha macular de pigmento da retina), contraturas congénitas relacionadas a
artrogripose e pé torto, hipertonia precoce marcada e sintomas de afecdo extrapiramidal
(15). Outras alteracGes relacionadas a transmissdo congénita do ZIKV, observadas com
menor frequéncia, sdo a perda auditiva, convulses e disfagia (15). E provavel que os
casos observados até agora sejam a manifestacdo das formas mais graves da doenca (4,
16) e que as formas leves, com sequelas menos evidentes, e que afetam outros érgédos ou

fungdes, ainda ndo tenham sido identificadas e caracterizadas (16).

Estudos de base populacional, que descrevam o espectro e frequéncia das manifestacdes
clinicas e de desenvolvimento, sdo necessarios para poder caracterizar a verdadeira carga
do SCZ. Durante a epidemia de ZIKV, houve poucos estudos em andamento que
permitiram acompanhar prospectivamente mulheres expostas e avaliar o efeito da
transmisséo congénita do virus em desfechos clinicos e de desenvolvimentos em criangas
nascidas destas mdes. Um destes raros estudos de coorte em &rea urbana aconteceu em
Salvador, no bairro de Pau da Lima onde os moradores desta comunidade séo parte de um
estudo de Coorte prospectiva intitulada “Determinantes sociais e eco-ambientais da
leptospirose urbana” desenvolvido pelo Instituto de pesquisas Gongalo Moniz- Fiocruz-
BA. Este estudo acompanha mais de 2000 moradores desde o0 ano de 2003 permitindo ter
um registro da passagem da epidemia nesta comunidade e suas consequencias. Embora
ndo tivessem sido identificados casos de microcefalia na coorte durante a epidemia, este
projeto apresenta uma oportunidade valiosa para determinar a incidéncia das
manifestacdes clinicas leves e das alteracbes no desenvolvimento em criancas que

nasceram durante o surto de ZIKV nesta comunidade.
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4. EMBASAMENTO TEORICO

4.1. Virus da Zika

Classificagao e carateristicas do virus

O virus da Zika (ZIKV) é um arbovirus. O termo arbovirus é um acrénimo de
“arthropod-borne virus” que, em portugués, faz referéncia aos virus que sao
transmitidos por artrépodes (1, 3). O ZIKV tem uma cadeia simples positiva de RNA,
pertencente ao género Flavivirus da familia Flaviviridae. Analises gendmicas mostraram
uma grande variedade de subclasses, entretanto as variedades Asiatica e a Africana séo

reconhecidas como as de maior importancia (1).

Ciclo e transmissao do ZIKV

No ciclo dos arbovirus, pode-se identificar dois atores principais, 0
hospedeiro/reservatorio e o vetor. Frequentemente, um arbovirus depende de um
hospedeiro/reservatorio ndo-humano para poder se desenvolver (3). No entanto, virus
como o virus da Dengue (DENV), o virus da Chikungunya (CHIV), ou mesmo, 0 ZIKV,
se adaptaram aos humanos e tornaram-nos um hospedeiro final (2, 3). O resultado disto
€ um ciclo de transmissdo mosquito-humano-mosquito, sem a necessidade de um
hospedeiro/reservatorio ndo-humano. Este ciclo frequentemente ocorre nos entornos
urbanos e suburbanos (2, 3). Entretanto, existem outros possiveis reservatorios para o
ZIKV, e pesquisas encontraram que, além dos primatas, ha resposta imunoldgica em
mamiferos grandes, como zebras, elefantes e, também, em pequenos como 0s roedores
(1). Recentemente no Brasil, foi relatada a circulacdo do ZIKV em primatas nédo

humanos em areas urbanas podendo ser a origem de novas epidemias (17).

Mosquitos da familia Culicidae e do género Aedes (3) sdo os principais vetores do ZIKV,
Neste grupo, Ae. agypti e em uma menor proporcdo Ae. albopictus sdo importantes na
transmissdo do ZIKV em entornos suburbanos e urbanos (2, 3), e sdo, também,
responsaveis pela transmissdao do DENV e CHIV (6). O ciclo de transmissdo do ZIKV

se inicia quando o vetor se alimenta do sangue de um reservatério/hospedeiro infetado
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com o virus. No mosquito, o virus se desenvolve e se reproduz ao longo da vida do vetor

e é transmitido ao novo reservatdrio/hospedeiro quando o vetor volta a se alimentar (2).

Artigos recentes sinalizam a importéancia das diferentes vias de transmisséo do ZIKV.
A evidéncia de que existe transmissdo vertical do virus da ZIKV agora € extensa. A
primeira delas, um estudo de surto da Polinésia Francesa, durante os anos de 2013 e
2014 (18), identificou 18 casos de malformagdes graves do sistema nervoso central,
incluindo microcefalia possivelmente associado ao ZIKV (19, 20). Mas a transmisséo
intrauterina s6 foi confirmada durante o surto no Brasil (4, 16), quando o RNA do virus
foi encontrado no liquido amnio6tico de mulheres com sintomas de infecdo pelo ZIKV e
nas amostras de cérebros pertencentes a fetos produtos de abortos. Estes achados
confirmaram que o ZIKV pode passar a barreira placentaria (21, 22). Este tipo de
transmiss@o ndao acontece em todas as gravidez de forma igual bem como nem todos 0s
fetos expostos apresentam sintomas clinicos de SCZ (4). Mais importante, ainda néo se

tem certeza sobre a real magnitude das taxas de transmissao.

Existes outras formas de transmissédo do ZIKV algumas ja estabelecidas e outras ainda
estdo sendo pesquisadas. Dois inquéritos sorologicos na polinésia francesa assinalaram
o0 potencial risco de uma transmissdo em doadores de sangue; neles, identificou-se que
2,8% dos doadores eram assintomaticos e positivos para ZIKV (7, 23, 24). No Brasil,
relatos de casos apontaram a provavel transmissdo do virus por sangue de doadores
infectados(4, 25, 26). A transmissdo sexual é uma das mais alarmantes pela capacidade
do virus de se replicar no sémen até 62 dias apos a infeccdo (7, 27) , foi discreta
inicialmente em viajantes que retornaram a seus paises y transmitiam o virus a seus

parceiros sexuais (28-31).

A amamentacdo € outra forma de transmissao de interesse para a sadde publica. O ZIKV
foi isolado no leite materno, mas a informacdo sobre a eficiéncia desta via de transmissao
ainda ndo é suficiente (32). No momento, s6 se tem relatos de casos da transmissdo a
neonatos na Polinésia Francesa e em Nova Caledonia (18, 33). O virus também esta
presente na urina e na saliva das pessoas infectadas, mas ndo existe evidencia suficiente
de que sejam vias de transmissdo eficientes (34). No momento, alguns modelos em
roedores, através de inoculagdo intranasal, mostraram um possivel potencial de infecéo,
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(4, 7, 35). A presenga do virus na urina foi uma ajuda para o diagndstico tardio da
infeccdo (7, 36). Comparado com os testes soroldgicos, 0 ZIKV pode ser detectado mais
tardiamente na urina (7, 37). Existe apenas um relato de caso de transmissao pelo contato
com suor e lagrimas de um paciente com ZIKV presumindo-se que foi o contato com
fluidos (lagrimas ou suor), frente a auséncia de outra via possivel de transmisséo, sendo

este porém caso Unico (38).
4.2.  Historia da propagac¢do da doenca no mundo

O ZIKV foi identificado primeiramente em macacos Rhesus em 1947 na floresta que
tinha o nome de Zika na Uganda e em mosquitos Aedes africanus em 1948 na mesma
floresta (4, 5). Posteriormente, o primeiro relato de um humano infectado pelo ZIKV foi
realizado na Nigéria em 1954 (4). A partir desse momento, se acredita que o virus
circulou em siléncio na Africa e Asia, durante mais de 50 anos, e posteriormente emergiu

nos surtos nas ilhas de Yap em 2007 e na Polinésia Francesa em 2013 (4).

Estudos sugerem que o ZIKV chegou ao Brasil entre 2013 e 2014. Diversas hipoOteses
apontam para 0s eventos esportivos no final de 2014 (12), onde participaram publico e
desportistas provenientes de areas endémicas (39, 40). Porem, um estudo apoiado na
filogenética indica que este evento poderia ser anterior no 2013 e que possivelmente
coincidiria com a Copa das Confederacbes (41). No inicio do 2015, o sistema
epidemiologico de vigilancia em Salvador foi o primeiro a alertar sobre um surto de
febre exantematica relacionada ao ZIKV (42). No final de 2015, comegou a ser
identificado um incremento nos casos de microcefalia e outros transtornos neurolégicos

que, posteriormente, foram associados a infecdo pelo ZIKV (2, 42, 43).

No Brasil, a regido nordeste foi a principal afetada, sinalizada pela elevada circulacédo
do virus e altas taxas de SCZ. Pesquisadores baianos estimaram que a soroprevaléncia
apos o surto em 2015 era de 63.3 % na cidade de Salvador (44). Em fevereiro de 2015,
0 Ministério da Saude de Brasil declarou estado de emergéncia sanitaria nacional
baseado nos 268 casos de microcefalia registrados no estado de Pernambuco (44).
Posteriormente, a Organizacdo Mundial de Salde realizaria uma medida similar,

declarando o surto de ZIKV como um evento de saude publica de interesse internacional
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de acordo com o Regulamento Sanitario Internacional (45). Posteriormente, determinou-
se que o ZIKV estava se espalhando por grande parte da América do Sul, América
Central e parte dos Estados Unidos, atingindo aproximadamente 4 milhdes de pessoas
(46, 47). Em 2016, 0 ZIKV havia sido documentado em 66 paises sendo que em 49 deles
pela primeira vez (47).

4.3.  Sintomas clinicos
a) Formas leves

Os sintomas do ZIKV aparecem apds um periodo de incubacédo de trés a doze dias apds
infeccédo (1, 48, 49). A maior parte das infec¢des transcorreram de forma assintomatica,
e alguns estudos apontam que 80-95% das infeccbes ndo apresentam manifestacGes
clinicas 4"*8, Embora, 0 espectro da sintomatologia do ZIKV seja variado, os sintomas
em adultos costumam ser moderados, autolimitados e pouco especificos, devido as
semelhancas com os sintomas apresentados na infeccdo por outros arbovirus (48). O
relato do surto das llhas Yap, durante o ano 2007, identificou que o rash cutaneo
(exantema maculopapular que se estende desde a cabeca até as extremidades) foi o
sintoma mais relatado, com uma frequéncia de 90% (49). Outros sintomas como febre,
artralgia, artrites e conjuntivites também foram frequentes, acima de 50% (49). Numa
coorte de pacientes adultos em Rio de Janeiro, foram avaliados os primeiros 4 dias da
infeccdo dos casos confirmados por laboratorio; destes, 97% dos participantes
apresentaram rash cutaneo, comparados com 79% dos casos ndo confirmados (50).
Outras alteracdes frequentes nessa coorte foram prurido, prostracao, cefaleia, artralgia e
mialgia, com uma percentagem acima do 60% (50) . Nessa coorte, a febre ndo foi um
sintoma frequente, mas foi relatada como baixa e presente durante o primeiro dia (50).
Outros sintomas que apareceram com menor frequéncia na literatura foram edema de
extremidades, dor retro-ocular, hiperemia conjuntival, mialgia e problemas digestivos
(1, 48).

b) Sequelas neurologicas

Os flavivirus sdo virus com habilidades neuroinvasivas e neurovirulentas (51). Modelos
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in vitro e modelos animais, com roedores, geraram evidencia do efeito neurotropico do
ZIVK. O ZIKV tem como alvo células neuronais progenitoras, astrocitos e neurdnios que
se encontram em qualquer fase de desenvolvimento (52). Estes modelos também
assinalam que ZIKV tem preferéncia pelas células progenitoras neuronais no
desenvolvimento cerebral precoce (53).

Durante os surtos na Polinésia Francesa e na América, o ZIKV foi associado com
manifestacdes neuroldgicas graves que incluem a sindrome de Guillain-Barré (SGB) (8,
54, 55). Casos de encefalites e mielites foram associados com o ZIKV quando foi
determinada a presenca deste virus no liquido cefalorraquideo. Mas a baixa frequéncia
destas alteracGes (encefalites e mielites) dificulta a confirmacdo da sua relagdo com o
ZIKV (8).

c) Sindrome de Guilhan Barre

A SGB é uma doenca caracterizada pela paralisia flacida, que se inicia nos membros
inferiores e progride pelo resto do corpo com uma letalidade elevada quando ndo sao
dados os cuidados necessarios. Ela é consequéncia de uma resposta autoimune que ainda

nao é clara.

A primeira evidencia da relacdo do ZIKV e o SGB foi no surto da Polinésia Francesa (4,
56). Num estudo caso controle, onde foram identificadas 42 pessoas com SGB,
determinou-se que todos os casos foram infectados pelo ZIKV sendo que 98% deles
apresentaram infeccdo recente (56). Um estudo na Polinésia Francesa identificou que os
42 casos SGB descritos durante o surto de 2013 — 2014, eram mais do que seria esperado
dado que nos quatro anos previos ao surto a media anual foi de 5 casos (56, 57).
Posteriores surtos no Pacifico e na América também mostraram um incremento na
incidéncia dos casos de SGB, de 2 vezes em El Salvador (184 casos reportados), e 9,8
vezes na Venezuela (684 casos reportados), quando comparados com o nimero esperado
de casos (57). Nestes estudos, mulheres foram mais frequentemente afetadas, compondo

até 75% dos casos reportados (57).
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d) Sindrome congénita do Virus Zika (SCZ)

A sindrome congénita do Virus Zika (SCZ) caracteriza-se por ser um conjunto amplo de
alteracOes descritas em criancas infectadas pelo virus através de via materno-fetal (15).
As caracteristicas clinicas da SCZ sdo consequéncias de danos neurolégicos diretos e
perda grave de massa cerebral. Dentro deste espectro, a microcefalia é a mais 6bvia e
estudada. Outras pesquisas também relacionam a transmissao congénita com outras
alteracbes dentro do espectro do SCZ. Estas observaram manifestacGes para além do
sistema nervoso central, incluindo deficiéncia auditiva, manifestagdes oculares, como
cicatrizacdo macular, mancha macular de pigmento e a atrofia coriorretiniana, bem como
contraturas congeénitas e hipertonia marcada com sintomas de afeccao extrapiramidal que

séo distintas de outras condi¢Oes congénitas (15, 43, 58).
d.1. Microcefalia

A microcefalia € o resultado do colapso da abdbada craniana pelas alteraces no cérebro,
relacionados a falta ou retardo do desenvolvimento dos neurénios e como consequéncia
reducdo da matéria gris (15, 59). A microcefalia é definida como a reducgéo do didmetro
occipitofrontal abaixo de 2 desvios padrbes (DP) da média populacional e quando o valor
estd embaixo de 3 DP a microcefalia é considerada grave (15, 58). Aproximadamente
dois de trés casos de microcefalia sdo formas graves, com desproporcao craniofacial, e
em menor grau de depressao biparietal, occipital proeminente e excesso de pele a nuca
(15, 60).

As primeiras pesquisas sobre a microcefalia foram relatos epidemioldgicos e de casos
clinicos que apontavam para um aumento no numero de casos, assim como das suas
caracteristicas (15). O Brasil foi o pais mais afetado pelo ZIKV, até junho de 2016 um
total de 8,165 suspeitas de casos de microcefalia foram reportados, dos quais 1,638 foram
confirmados, a maior parte atingiu a regido norte e nordeste do pais (61). Dado que a
microcefalia é um evento raro, demostrar a relacdo com o virus da ZIKA foi um desafio
para os pesquisadores. Uma metanalise de 8 pesquisas, com dados de Brasil, Colémbia,
Puerto Rico, USA e a Guiana Francesa determinou a prevaléncia de microcefalia durante
0 surto em cada pais de 2.3% (IC 95% = 1.0-5.3%) entre 2,941 gravidezes (62). Um
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estudo de caso controle, realizado em 8 hospitais no Recife, identificou 32 criangas com
microcefalia e determinou que o resultado desta alteracdo foi a infeccdo pelo ZIKV das
maes durante a gravidez (61). Nesse mesmo estudo, entre 27 imagens disponiveis, as
calcificacOes, a ventriculomegalia e lisensefalia foram as alterages mais frequentes (61).

Resultados similares, sdo descritos no seguimento da Coorte no Rio de Janeiro (63) e 0
seguimento dos pacientes nos territorios franceses na América (64). A coorte de Rio de
Janeiro foi criada para realizar o seguimento de desfechos do virus da Dengue (63). Neste
estudo, 53% das maes foram expostas ao ZIKV. Entre as criangas seguidas, 117 nascidas
vivas expostas ao ZIKV vs 57 nascidas vivas ndo-expostas, 42% tiveram alguma
alteracdo clinica ou achado anormal nos exames de imagem incluindo 4 criangas com
microcefalia. O segundo estudo de coorte, realizado nos territorios franceses na Ameérica,
acompanhou 555 fetos e criancas, identificando 39 (7,0%) criangas com alteracGes
neuroldgicas ou oftalmolégicas. Microcefalia foi diagnosticada em 32 (5,8%) criangas,
sendo que estes eventos eram mais frequentes quando a exposi¢do aconteceu no primeiro
trimestre de gestacdo. Os resultados de imagem também mostraram alteragdes como
calcificacbes, ventriculomegalia e lisencefalia. Como conclusdo, estes estudos
demostraram que o ZIKV esta associado com microcefalia e outras alteracdes

neuroldgicas incluidas na defini¢do do SCZ.
d.2. Anormalidades oftalmologicas

A patogenia das lesdes oculares nao € clara. Acredita-se que estas lesdes tem relacdo com
0 processo inflamatdrio e dano celular, mas o padrdo de lesdes é diferente ao apresentado
em outras infeccdes congénitas (15). Dentro das lesbes oculares descritas, as mais
frequentes foram atrofia coriorretiniana, mancha macular de pigmento na macula e atrofia
ou anomalias do nervo dptico (65-67). Outras alteracdes registradas com menor
frequéncia sdo a microftalmia, coloboma, cataratas, calcificaces intraoculares. Um
estudo transversal realizado em 40 criancas identificou que alteracdes oftalmoldgicas

foram associadas a menor perimetro cefalico (67).
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d.3. Contraturas musculares e alteracdes osteo-articulares

Outras alteragdes que conformam o espectro clinico do SCZ s&o as contraturas congénitas
de uma ou varias articulacdes. De forma semelhante as alteracdes anteriormente citadas,
foram relatadas contraturas em fetos e lactantes com infeccdo congénita pelo ZIKV
presumida ou confirmada por técnicas laboratoriais. A etiologia das contraturas
musculares congénitas relacionadas ao ZIKV pode estar relacionada ao dano neuroldgico
que atinge o trato corticoespinhal, neurbnios motores ou as interagdes entre o neuronio e
0 musculo (15, 68). Os resultados destas alteracdes sdo anormalidades motoras fetais,
levando a diminuicdo dos movimentos e contraturas fetais (15, 68). Ainda esta sendo
explorada a origem e o mecanismo especifico para estas contraturas resultantes da
infeccdo por ZIKV (15). A infecgdo intrauterina por outros virus como a rubéola, varicela
e coxsackie tem sido associada a lactantes com artrogripose (69).

As contraturas na infecdo pelo ZIKV variam dependendo do tipo de dano neuroldgico e
da gravidade do mesmo (15). Os relatos de casos de criangas com microcefalia e suspeita
de infeccdo congénita por ZIKV reportam que o peé torto isolado ocorreu entre 3,8% a
14% dos casos, e artrogripose entre 5,7% a 11%. Numa série de casos que incluiu 104
criangas, 7 (6,7%) com infeccao congénita por ZIKV tiveram artrogripose; sendo que seis
desses lactentes tinham um perimetro cefalico de pelo menos -2 DP abaixo da média.
Outras alteracdes que apareceram foram a luxacdo congénita bilateral do quadril,
provavelmente relacionada com a artrogripose, também luxacdo ou luxacdo parcial dos
joelhos (uni ou bilateral) (14, 68) De sete lactantes com artrogripose, a ressonancia
magnética da coluna vertebral em quatro foi consistente com afinamento da medula e
reducdo das raizes ventrais (14). Os achados eletromiograficos destes sete lactantes
sugeriram envolvimento cronico de neurénios motores periféricos, bem como de

neurdnios motores centrais(14).
d.4. Anormalidades relacionadas com a audicao

A perda auditiva é uma carateristica presente em outras doengas congénitas, dentre as
quais estdo o citomegalovirus (CMV), rubéola, toxoplasmoses, herpes simples e sifilis.

O diagnostico delas precisa de uma avaliacdo integral e de equipamento tecnoldgico (70).
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Uma série de casos de recém-nascidos no Brasil pesquisou a fungdo auditiva mediante
provas de otoemissdo acustica em 23 neonatos com microcefalia relacionada ao ZIKV;
encontrou-se que 9 % tinha perda auditiva neurosensorial, este foi o primeiro relato que
descreveu esta relagdo (15, 70, 71). Posteriormente, outra série de casos fez o seguimento
de um grupo de 70 criangas com microcefalia e evidéncia de infeccdo congénita por
ZIKV, reportando menor proporc¢do de casos, 6% das criangas tiveram perda auditiva,

existindo diferenca entre a gravidade dos casos e lateralidade (15, 70).

E desconhecida a prevaléncia da perda auditiva progressiva associada a infeccio
congeénita pelo ZIKV. E preciso fazer as provas e o seguimento dos neonatos nascidos de
mulheres que foram expostas ao ZIKV durante a gravidez, incluindo as criangas sem
nenhum defeito aparente ao nascer (70). A perda auditiva deve ser considerada parte do
SCZ e a exposicao ao ZIKV deve ser considerada como risco para a perda auditiva (70).

d.5. Outras alteragdes associadas ao ZIKV

O espectro da lesdo cerebral induzida pelo ZIKV tem ainda muitas lacunas de
conhecimento. E importante notar que nem todos os bebés expostos ao ZIKV no Utero
tém anormalidades Gbvias no nascimento. Acredita-se que muitas dessas criancas tém
impedimentos menos 6bvios que podem se tornam evidentes apenas com 0 tempo e
podem atrasar o desenvolvimento normal. Esta hipotese esta respaldada pelo fato de que
pesquisadores em estudos recentes descobriram que a replicagdo de ZIKV nos cérebros
das criancas continua apds o nascimento (72). Reflexos primitivos exagerados, posturas
anormais, pneumonia e outros problemas respiratorios, disfagia, refluxo e outros
problemas gastrointestinais, epilepsia e hidrocefalia sdo caracteristicas que estdo sendo
relatadas pelos médicos brasileiros, e tem possibilidade de fazer parte do quadro de SCZ
(15).

Microcefalia ap6s nascimento: Em Pernambuco observou-se uma diminuicdo do
perimetro cefalico em treze lactantes com evidencia laboratorial de infeccdo congénita
pelo virus Zika e com perimetro cefalico normal no momento do nascimento. Estas
criangas tiveram um acompanhamento multidisciplinar focado nas alteragdes do SCZ
onde foi constatada a possibilidade do desenvolvimento poés-natal de microcefalia,
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apresentando ventriculomegalia e volumen cerebral diminuido, malformacdes corticais e
calcificacOes subcorticais. Esta foi o primer relato de casos sobre criangas com evidencia
laboratorial de infegdo congénita pelo ZIKV e com crescimento do perimetro cefalico
inferior ao esperado e microcefalia desenvolvida depois do nascimento (73).

4.4. ZIKA e desenvolvimento

Né&o existem muitas informagdes sobre SCZ e desenvolvimento. Assim, nesta secgdo
utilizamos 0s poucos estudos existentes e outras etiologias para discutir o possivel

progndstico das criangas com SCZ.

Desenvolvimento em criangas com microcefalia: Um estudo de coorte retrospectiva,
onde foram avaliadas 680 criancas com microcefalia, de diversas e raras etiologias
(excluindo SCZ) encontrou que a reducdo do volume do cérebro esta relacionada com
problemas intelectuais. 65% dessas criancas apresentaram retardo no
neurodesenvolvimento, como alteracbes cognitivas que apareceram em 34% a 57%

dependendo do tipo de microcefalia (74).

Desenvolvimento em criancas com Epilepsia: Outra alteracdo com frequéncia elevada
entre criangcas com SCZ foi a epilepsia. Um estudo recente em Salvador, Brasil, identifico
que criancas com a SCZ tinham 48% tiveram episddio convulsivos confirmados, e que
em sua maioria precisaram multipla medicacdo antiepiléptica (75). Epilepsia tem
mostrado relacdo com baixas habilidades cognitivas, existindo uma relagcdo inversamente

proporcional entre os dois (74, 76).

Desenvolvimento em criancas sem microcefalia: Os problemas relacionados a criancas
sem microcefalia, mas que foram expostas ao ZIKV, ainda ndo foram descritas. O
seguimento delas é importante porque existe a possibilidade, como no caso do CMV, que
as alteracdes relacionadas ao neurodesenvolvimento possam aparecer depois. N&o
existem dados disponiveis sobre crescimento, desenvolvimento cognitivo, desfechos
oftalmoldgicos, auditivos e outros em criancas expostas ao ZKV no Utero e que nasceram

aparentemente normais.
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a) Neurodesenvolvimento

Foi recentemente descoberto em modelos animais que a exposigdo congénita ao ZIKV
induz um espectro de lesdes silenciosas no cérebro fetal que passam desapercebidas no
periodo pré-natal, mas resultariam em desfechos piores do desenvolvimento neuroldgico
(77). O que sugere que deve ser realizado o monitoramento a longo prazo dos possiveis
desfechos neurocognitivos.

Um virus que pode ser Gtil para se comparar ao ZIKV é o citomegalovirus (CMV). Assim
como o ZIKV, o CMV pode ser transmitido congenitamente, é neurotropico e causa um
espectro amplo de sequelas nas criancas infetadas (78). A transmissdo congénita do CMV
esta classicamente associada com perda auditiva, déficit cognitivos e no desenvolvimento
da linguagem e alteragdes visuais (78, 79). De cada 10 criancas com infecgdo congénita,
1 desenvolve sintomas Obvios, dos quais entre 10 a 15 % desenvolveram algum tipo de
alteracdo que so podera ser detectada a longo prazo (78). Os estudos indicam que a perda
auditiva e o déficit cognitivo sdo as alteracbes mais prevalentes em criangas sem

alteracdes obvias ao nascimento, condicdo que é menos frequente (80).

Nos Estados Unidos, durante o surto da febre do virus do Nilo (WNV), um arbovirus
também neurotropico (81, 82), realizou-se o seguimento de 28 mulheres gravidas
infeictadas e das criangas produto dessas gravidezes. Nos seus resultados, apenas duas
criancas tiveram desfechos negativos, relacionados com escalas cognitivas, de
linguagem, socio-emocionais e adaptativas. No entanto, se determinou que o risco de
desenvolver desfechos negativos neonatais, como resultado da exposicdo ao WNV na
gravidez, parece ser baixo e que provavelmente seja devido ao tamanho pequeno de sua

amostra (81).

Trés estudos publicados em 2018 e 2019 fizeram seguimento de criangas com
transmissdo congénita do ZIKV para avaliar o neurodesenvolvimento. Em Recife,
criancas de dois anos com microcefalia severa (>3 DS) apresentaram um retardo no
desenvolvimento cognitivo, de linguagem e motor de aproximadamente 20 meses, 0
dominio menos afetado foi o sdcio emocional (83). Em um estudo que incluiu a

informacdo disponivel de 1450 criangas nos Estados Unidos e territorios associados
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encontraram que nessa populagdo 9% tinham neurodesenvolvimento alterado, 6% tinham
microcefalia e 1% tinham ambos transtornos (84). O mais recente estudo de coorte que
teve 0 objetivo de avaliar o uso de imagem para predizer possiveis problemas no
neurodesenvolvimento, encontraram que de 94 criangas avaliadas 11 tinham
desenvolvimento abaixo de 2 DP e dois delas ndo tinham microcefalia e tinham resultados

de imagem normal, mas seus resultados ndo foram estatisticamente significativos (85).

Esta discussdo do marco tedrico revela importante lacunas no conhecimento sobre o
espectro e frequéncia de desfechos clinicos e desenvolvimento em criangas expostas ao
ZIKV durante a gravidez, mas sem microcefalia. Estudos que monitorem
desenvolvimento cognitivo, através de testes neuropsicologicos e métodos padronizados,
em criangas expostas independente da circunferéncia da cabeca ou sintomas associados

s80 necessarios para corrigir esta lacuna e possivelmente direcionar acdes de saude (86).

4.5. Desafios do diagnostico laboratorial da infegéao pelo ZIKV

A epidemia do ZIKV em Brasil e suas sequelas foram inesperadas. Durante aquele
periodo poucas ferramentas diagnosticas de laboratdrio estiveram disponiveis, 0 que

limitou o desenvolvimento das pesquisas.

O ZIKV pode ser detectado diretamente no soro ou no plasma durante um periodo breve
na fase aguda da doenca. A técnica de RT-PCR permite detectar o virus até pouco mais
de 5 semanas apds do inicio dos sintomas mediante a identificacdo de RNA (4). Por outro
lado, a infecdo pelo ZIKV pode também ser identificada indiretamente mediante 0 uso
de anticorpos IgM presentes entre 4 dias até 12 semanas apds do inicio dos sintomas (4,
87). Quando as técnicas acima descritas ndo permitem obter resultados definitivos o teste

de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT) é recomendavel (87).

Entretanto, aspetos importantes no uso desses métodos diagndsticos devem ser
considerados. A sorologia € dificil de interpretar em areas endémicas ou em pessoas com
historia previa de infec¢do por outros flavivirus devido a reacdo cruzada (4, 88). A
avaliacdo através de PCR é comumente realizada em individuos durante os primeiros dias

de sintomatologia associada a ZIKV. Porem, s6 uma fragdo (~70-80%) das pessoas
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infectadas com ZIKV desenvolvem sintomas (47). Isto limita a identificacdo precoce da
infeccdo, que é extremadamente importante na populacdo de mulheres gravidas. Estas
caracteristicas limitaram estudos prospetivos, que assim s6 ocnseguiram identificar
mulheres gravidas infectadas pelo virus com sintomatologia para poder avaliar
posteriormente o desenvolvimento das criangas expostas intrauterinamente (85, 89).
Alternativamente, outros estudos utilizaram qualquer resultado laboratorial disponivel
para poder determinar a exposicdo ao ZiKV, o que pode ter introduzido viés na

determinagédo da exposicéo (84).

Tecnologias inovadoras tém aparecido como alternativa aos desafios do diagndstico.
Uma série de testes ELISA tem sido langados no mercado com desempenho variavel,
como 0 ZIKV-NS2B (90) ou Zika MAC-ELISA (91). Um deles, denominado ELISA de
blogueio de ligacdo NS1 (BOB), emprega uma proteina ndo estrutural NS1 propria do
ZIKV e a criacdo de anticorpos monoclonais humanos especificos para esta proteina (92).
O teste € um ELISA competitivo devido a que tenta medir a presenca de anticorpos em
individuos imunes que sdo capazes de bloquear a ligacdo de um anticorpo monoclonal
IgG marcado ao virus zika revestido NS1 e o resultado e o porcentagem de inibicdo da

reacao (92).

As provas para avaliar a sensibilidade e a especificidade do BOB NS1 foram
desenvolvidas com amostras clinicas de viajantes e de participantes que vivem em areas
endémicas ao ZIKV e outros flavivirus dentro deles DENV. Em 158 participantes
analisados foi determinada uma sensibilidade apds de 10 dias do inicio dos sintomas de
91,8% e esta sensibilidade incrementava com o tempo sendo que, apds de >20 dias do
inicio dos sintomas, a sensibilidade aumentou para 95,0% e quando este aumentava para
>50 ou >100 dias ap6s o inicio dos sintomas a sensibilidade foi de 94,3% e 95,0%,
respectivamente (92). A especificidade foi avaliada em pacientes com exposicdo previa
ao DENV de 171 pacientes e se identifico que > 10 dias apds o inicio dos sintomas a
especificidade foi de 88,9%. Mas a especificidade aumento para 91,9% quando foram
analisados pacientes com outro tipo de flaviviurus com febre amarela e o virus da febre
do Nilo (92),
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Este novo teste esta desenhado baseado numa prova de ELISA o que pode facilitar sua
implementacdo pela simplicidade da técnica. Poderia ser considerada de baixo custo
devido a que estimasse que a média do valor por po¢o em reagentes e materiais é de 0,25
dolares americanos (92). E frente ao desafio de nossa pesquisa, que involucra intervalos
semestrais de coleta e a selecdo de uma area endémica de DENV, parece ser uma resposta
a necessidade de uma prova sorolégica que possa diferenciar o ZIKV de outros flavivirus
e que pode se manter com resultados reagentes durante amplos intervalos de tempo fato

que tambeém é muito Gtil em estudos de soroprevaléncia.
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5. OBJETIVOS DO ESTUDO
5.2.  Objetivo principal

Determinar a incidéncia e o risco de manifestacfes clinicas e alteragdes relacionadas ao
desenvolvimento em criangas de 6-18 meses de idade que nasceram durante o surto de ZIKV

em uma comunidade urbana em Salvador Brasil.
5.3.  Objetivos secundarios

e Medir a incidéncia da infecgdo pelo ZIKV nas mulheres gravidas durante o surto
de ZIKV na comunidade de Pau da Lima.

e Comparar as medidas antropométricas em criangas (no nascimento e apds um ano
de vida) nascidas de mulheres expostas e ndo expostas a ZIKV.

e Caracterizar os desfechos clinicos neurolégicos e do neurodesenvolvimento em
criangas apds um ano de vida e que nasceram durante o surto.

e Descrever as manifestaces clinicas oftalmoldgicos e fonoaudiologicos das

criangas apdés um ano de vida e que nasceram durante o surto do ZIKV.
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SUMARY

Northeast Brazil was the epicenter of the Zika epidemic in 2015, yet little if any prospective
information exists on Zika virus (ZIKV) transmission among pregnant women from the
region and clinical outcomes of their infants. We have been conducting a community-based
prospective study of leptospirosis among urban slum residents since January 2013 in
Salvador, Brazil. From this population, we identified women who were pregnant from
January 2015 to June 2016 and identified incident Zika seroconversion events among
participants by analyzing biannually collected samples for the ZIKV35 monoclonal antibody
using the Blockade of Binding (BoB) assay. We evaluated adverse outcomes during
pregnancy, birth and infancy by interviewing mothers and performing anthropometric
measurements as well as neurologic (Hammersmith Infant Neurological Exam, HINE),
audiometric and ophthalmological evaluations and examinations with Bayley Scales of Infant
Development I11. Among a cohort of 655 participants, 66 (10%) had at least one pregnancy
during the study period. We completed follow-up for 46 (70%) of the 66 women, of whom
Zika seroconversion occurred prior to, during and after pregnancy in 25 (54%), 13 (28%),
and 1 (2%), respectively. The 46 infants did not have evidence of microcephaly or congenital
defects at birth. However, the 13 infants of mothers who seroconverted during pregnancy had
increased risk of having low/borderline cognitive development scores (RR 5-07 ; 95% CI
1:05 — 24-44) than the 33 infants of mothers who did not seroconvert during pregnancy (4 of
13 [31%] vs. 2 of 33 [6%], respectively). Similarly, infants of mothers who seroconverted
during pregnancy had increased risk (RR 6.82: 1.54 — 30.17) of having altered behavioral
audiometry findings than infants of mothers who did not seroconvert during pregnancy (5 of

13 [39%] vs. 2 of 31 [7%], respectively) [missing data for 2 individuals]). These findings
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suggest that a significant proportion of infants exposed in utero to ZIKV develop

developmental deficiencies despite the absence of clinically evident neurological sequelae.
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INTRODUCTION

The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus belonging to the Flaviviridae family 1. Most ZIKV
infections are either asymptomatic or cause a mild illness characterized by mild fever, rash,
and arthralgia 2. However, ZIKV infection is also associated with neurological abnormalities
in adults, such as Guillain-Barré syndrome (GBS), encephalitis and myelitis 3#. Furthermore,
intrauterine infection can lead to teratogenic effects in infants that have been grouped under
the term Congenital Zika Syndrome (CZS) °. This includes severe microcephaly (MC),
alterations in brain structure, ocular abnormalities (particularly in the posterior segment),
congenital contractures, marked hypertonia, and symptoms of extrapyramidal involvement
16 Other possible manifestations are currently being investigated, such as epilepsy,

dysphagia, hearing problems and neurodevelopment disturbances -1,

While severe outcomes of CZS have been extensively described, little prospective
information exists regarding the effects of congenital ZIKV infection on the long-term
development of children, particularly those who did not present with any gross abnormalities
at birth 1213, Animal models show that congenital exposure to ZIKV induces a spectrum of
silent lesions in the fetal brain 3. As other neurotropic viruses have shown, ZIKV may cause
subtle alterations that go undetected until later in life.**1%: A study found that out 1,495
children born from laboratory confirmed ZIKV infected mothers, 9% had some alteration in
neurodevelopment associated with congenital ZIKV infection and only 1% of them also had
at least one Zika-associated birth defect identified 1°. A cohort from Rio de Janeiro evaluated
the use of neuroimaging to predict neurodevelopmental alteration, among 94 infants, 26%
had a sever neurodevelopmental delay, from them 11% infants had abnormal imaging

findings *”. Those studies have focused on children born from mothers with symptomatic
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ZIVK infection during pregnancy and did not include mothers with asymptomatic congenital
ZIKV infection. Characterizing the spectrum and incidence of neurodevelopmental
abnormalities associated with both, symptomatic and asymptomatic, congenital ZIKV
infection could lead to a better understanding of the burden of CZS, earlier interventions and
improved clinical outcomes. In this study, we prospectively characterized the long term
neurological development in infants born from woman pregnant during the Zika epidemic

and that participate of a community base cohort in a slum community of Salvador, Brazil.

METHODS

This study was performed in Salvador, one of the epicenters of the Zika epidemic 8. Our
study area was the slum community of Pau da Lima, where 73% (95% CI 70%-76%) of
individuals were infected by ZIKV during the 2015 outbreak *°. We identified women that
were pregnant during the outbreak and followed their children to evaluate

neurodevelopmental outcomes after one year of birth.

This work built upon a long-term prospective cohort study of slum residents started in 2003,
focusing on urban-slum-associated health problems 2° 2!, The census performed in 2013
identified a high population density of 3,689 households and 14,122 individuals residing in
0.17 km?. This slum community has social conditions, low socioeconomic status (median
household per capita income of US$ 1.30 per day), illegal settlements (85% of the studied
population have not legal title to their domiciles), and substandard sanitation 2, that leave its
residents vulnerable to contracting diseases and make it similar to other urban slum

settlements in Brazil as well as other tropical regions around the world.
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Using the census of 2013 as baseline, we randomly selected 3,716 participants > five-years-old. Of
them, 2,421 (65.1%) fulfilled the inclusion criteria of the study by providing informed consent and
sleeping > 3 nights per week in a home within the study area. We followed 2,016 (83.3%) participants
in serologic surveys performed twice annually during the dry season from August to September and
rainy season from February to March in 2015 and 2016. Among the 2,016, 1,130 were women, 781
(38.7%) with age between 10 and 49 years old in 2016. Women that reported being pregnant during
the recruiting period (January 1%, 2015 to May 31%, 2016) and their children were selected for further

analysis in this study (Figure 1).

Intrauterine ZIKV exposure

We used an NS1 (BOB) ELISA to evaluate exposure to ZIKV in preghant woman included in this
study. This assay has reported a sensitivity and specificity of 95.0% and 95.9%, respectively % We
classified a positive ZIKV samples by using cut-off point > 50% inhibition of BOB **. We defined
intrauterine ZIKV exposure when a seroconversion between consecutive serosurveys was identified
during the pregnancy period. Non-exposure was defined as absence of seroconversion or
seroconversion before or after the pregnancy period. The pregnancy period was estimated by using

date of birth and gestational age

Outcomes

We collected information from mother and infants using interviews, chart review, and clinical
evaluations. Mothers were interviewed using a standardized questionnaire to obtain
sociodemographic characteristics and medical history, including history of childbirth and the relevant
perinatal period. We collected the infant information at birth and after one year of age. For birth
information, we reviewed the prenatal monitoring program card and Child Health Record during
inpatient care to obtain information on gestational age and anthropometric measurements of the child
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at birth. We performed a comprehensive assessment after one year of age, collecting growth
parameters and evaluating development, focusing on neurodevelopmental, auditory and
ophthalmological outcomes. Collection of this information was performed blinded to respect of

serological status of mothers and infants. Data collection is described in further detail below.

Growth parameters

The growth measures recorded were weight, length, and head circumference at two time points: 1)
at birth (collected from the Child Health Record) and 2) at the time of the study visit. These were

analyzed using reference values (Z-score) from INTERGROWTH-21 % and WHO .

Neurodevelopment

We evaluated neurodevelopment by using the Hammersmith Infant Neurological Examination
(HINE) ® and Bayley Scales of Infant and Toddler Development, 3™ ed. (Bayley I11) %. HINE is a
standardized evaluation for children between 2-24 months of age and useful for identifying severity
of neurological alterations and general prognosis. It includes 78 items that evaluate cranial nerve
functions, posture, quality and quantity of movements, tone, and nerve reflexes, with a score from 0
to 3. The scores are summed, with any sum score above 74 considered adequate neurological
development for children older than 18 months of age and above 73 for children between 12 and 18

months of age.

The Bayley 11 scales is a neurodevelopmental tool validated in Brazil for children between 16 days
and 42 months of age. Its include five domains: Cognitive, Language, Motor, Socio-emotional and
Adaptive Behavior, Children can be classified as severe neurodevelopment delay (composite score <

70 [<2SD]), mild delay (< 85 [<1SD]) or normal (>85) "%,

There is also a screening version of the Bayley Il tool that focuses on the Cognitive, Language, and

Motor domains, utilizing the same techniques and activities. The final outcome is adjusted for the
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child’s age and categorized into 3 categories: risk, emergent, and competent. In the present study,
children who presented some risk or emergent scale during screening were assessed with the full
version of Bayley Il scales. The scales with competent result in the triage were compared with the

scales with a result of average or higher than the average.

Audiometric and ophthalmologic evaluations

We performed auditory evaluation with the Simonek hearing kit, used for screening in
newborns or infants up to 48 months of age. It includes eight toys and musical objects with
different frequency levels from 38.2 to 95.1 dB NA. The kit also evaluates reflexes, attention,
location, orientation in front of different auditory stimuli, and Otoacoustic Emissions (OAE),
used for the detection of auditory changes of cochlear origin.

The ophthalmologic evaluation included an appropriately focused physical exam and indirect
ophthalmoscopy focusing on the retina. Indirect ophthalmoscopy is a useful technique for

evaluation of characteristic alterations of the CZS ?’.

Statistical analysis

Data analysis was performed using the statistical package SPSS v21. Categorical data were
described using frequency and percentages. Quantitative data were characterized using
median, quartiles, and interquartile range. Participants were grouped by seroconversion
status during pregnancy. Developmental and clinical changes between these two groups were
compared using the Mann-Whitney U test for continuous variables and Fisher’s exact test for
categorical variables. Association between ZIKV exposures during the pregnancy and
clinical and neurodevelopmental impairment were verified by obtaining the Relative Risk

and 95% of confidence interval.
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Ethical aspects

This study was approved by the ethics committee of the Hospital Geral Roberto Santos -
Bahia under the number 1.866.918. All participants and caregivers provide signed consent

for interviews, blood collection, and clinical evaluations.

RESULTS

From January 2015 to May 2016 a total of 66 pregnant women were identified within the cohort. Of
these, 15 were not included because residence change to a household outside the study site and 3 were
excluded due to participation refusal. Among the 48 women who consented to participate, 1 woman
reported two pregnancies, one ended in stillbirth due to extreme prematurity at 26 weeks and the other
ended in a live birth; the other 47 women each had one pregnancy. In summary, there were 49 reported

pregnancies, including 46 live births, 2 abortions and 1 stillbirth (Figure 1).

Demographic, socioeconomic, and history of pregnancy and health are described in Table 1. Briefly,
among the 46 women with live births, the median age was 25.0 years old, 63.0% self-identified as
black ethnicity and 67.4% completed at least elementary school. Approximately, one third reported
this being their first pregnancy and 15% had previously had an abortion. Previous medical history
included hypertension, arthrosis, and previous sexually transmitted infection that had been treated

(Table 1).

During pregnancy, the majority of women (93.5%) reported having prenatal care, but only 58.7% had
greater than 6 prenatal care visits. Nutritional supplement used included ferrous sulfate (82%), folic
acid (69.6), and other vitamins. Symptoms related to ZIKV infection were fever (21.7%), headache

(13.0%), rash (8.7%), and muscle and joint pain (2.2%). Serological BOB results indicated that 84.8%
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of the women had ZIKV infection at some point of the study period, 28.2% seroconverted during

pregnancy, 54.3% before pregnancy, and 2.2% after pregnancy (Table 1) (Figure 2).

We did not identify severe alterations during anthropometry and neurological evaluations (Figure 3)
(Table S1). 16 children (34.8%) were classified as at risk or emergent result in the evaluation of
Bayley screening which led to follow-up evaluation with the complete Bayley Ill. Follow-up
evaluation of these children with the full Bayley Il scale, showed abnormal scores above 85 (<1 SD)
of 6 children in the cognitive domain (13%), 8 in language (17%), and 2 in motor (4%). Analysis of
these children showed that having a mother with ZIKV seroconversion during pregnancy increased
risk of abnormal Bayley-111 score above 85 in cognitive domain by 5.1 (1.1 — 24.4) times compared
to children born to mothers who did not seroconvert during pregnancy. There was no statistically
significant increased risk with respect to language, motor development (Table 2.), socio-emotional

and adaptive domains (Table S2).

Ophthalmological evaluations were completed in 34 children. Abnormal findings included one
(2.9%) with unilateral cataract, one (2.9%) with ptosis, and one (2.9%) with synechiae. 21 children
were evaluated using acoustic emission, but none presented with any abnormalities. In the auditory
behavioral evaluation, 7 (15.9%) showed behavioral problems related to orientation, localization, and
attention in response to auditory stimulus. Auditory behavioral assessment also showed that children
born to women with ZIKV seroconversion during pregnancy have a risk 6.0 (95% CI 1.3 - 26.9) of
presenting with abnormal auditory behavior than those born to women without seroconversion (Table
2). We evaluated anthropometry and neurological characteristics of children born from mothers with
evidence of symptomatic and asymptomatic infection during pregnancy and did not identify any

differences (Table S1).

DISCUSSION
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There is limited data assessing long term neurodevelopmental outcomes of children exposed to ZIKV
in utero. This population based study did not identify severe CZS manifestations such as
microcephaly. However our findings suggest that symptomatic and asymptomatic ZIKV infection
during pregnancy is associated with frequent and mild neurodevelopmental abnormalities in children
of approximately two years of age. Children of mothers exposed to ZIKV during pregnancy had five
times greater risk of cognitive delay than children of non-exposed mothers, as well as a six times

greater risk of abnormal auditory behavior.

Furthermore, we found that 31% of the woman exposed to ZIKV infection during pregnancy had
children with neurodevelopmental alterations in comparison to the 19% of unexposed woman. Our
findings are similar to those suggested by other studies on this topic. A previous study in the U.S.
territories followed 1,450 children exposed to ZIKV and found that 9% had neurodevelopmental
abnormalities possibly associated with CZS %, including microcephaly. Another study in Rio de
Janeiro Brazil, evaluated 94 non-microcephalic infants with 12-18 months of age exposed to ZIKV

in utero and identified 26% neurodevelopmental delay.

Low cognitive score was the most frequent abnormality in our study, 31% of exposed children had a
mild delay score compared with 6% on unexposed children. None of the children in this study had
severe delay. The Rio de Janeiro cohort found that 11% of children without microcephaly had
mild/severe cognitive delay, with more than half of them having severe delay’’. Our cognitive
evaluation findings showed that the proportion of low neurodevelopmental was not only higher when

we compared with unexposed children, but also higher than those reported in Rio cohort.
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Language and motor development evaluations identified 8% of mild delay between exposed children
but had not differences with the non-exposed children used as reference group. The Rio de Janeiro
cohort, found higher proportion of language (27%) and motor (19%) delays *’. Also, a recent cohort
study on the motor development of children exposed in utero to the ZIKV found that children without
microcephaly had moved less optimally when compared to controls during the first 3 to 5 months of
life, and the neurodevelopment of these children after 12 months show that 18% had some problem

in the neurodevelopment that included cognition, language, motor, neurologic or behavioral deficits

28

It is possible that other types of changes may begin to appear in children exposed to ZIKV in utero.
Congenital microcephaly is only a severe expression of CZS but there are more alterations such delay
in neurodevelopment. Other neurotrophic virus-related diseases have also been shown to be
associated with long-term sequelae. West Nile Virus (WNV), for instance, has long been associated
with encephalitis, meningitis %, retinopathy *° or possible neurodevelopmental disorders *, while
cytomegalovirus (CMV), rubella, toxoplasmosis and herpes infections has been associated with
cognitive deficits, language development, and visual changes "***¢, Also, these infections are related
with hearing loss detected even after birth and neonatal period and sometimes the hearing loss it is
progressive and fluctuating 2. Although our study did not find hearing loss we reported behavior
auditory problems in 38% of children infected in utero, this were related to orientation, localization
and attention of auditory stimuli. Care should be taken with the development of children exposed to

ZIKV during pregnancy, with long-term monitoring of neurologic alterations.

We acknowledge that our study has limitations. First, the sample size in this population study is small,

limiting the study’s statistical power. Second, there was difficulty in completing ophthalmological
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and auditory evaluations, despite multiple attempts, thus biasing the results and possibly affecting the
rate of defects that could have been identified. However participants were systematically
characterized, trough blinded assessment of neurodevelopment outcomes. Cross-reactivity between
ZIKV and DENV is of concern in serological studies, specially, considering that >90% of the
population (>20 years old) in this community had antibodies against DENV before the Zika epidemic
9 However, 96% of samples collected prior to the epidemic were negative to ZIKV suggesting lack
of cross-reaction between viruses. The high ZIKV attack rate in this study (>80%), similar to previous
results from the same area *°, and the permanence of high antibody levels after seroconversion, across
subsequent time points, suggest that the majority of seroconversions over this period can be attributed
to ZIKV infection. Additionally, while molecular confirmation is ideal in the clinical setting, it cannot
be used to characterize the ZIKV exposure in populations, since the large proportion of infections are
asymptomatic. Thus, relying on detected virologically confirmed infections to identify ZIKV
infections during pregnancy could lead to under-estimation of infection in pregnant women and the
incidence of sequelae in their children. Our study represented an opportunity to understand the

passage of ZIKV in a slum community with more than 2000 residents.

In summary, we documented a high incidence of mild neurodevelopmental alterations in an urban
slum of Salvador, Brazil, during the 2015 epidemic. More long term population-based studies are
needed to understand the true magnitude of ZIKV infection and its clinical sequelae. Those findings
may be generalizable to other countries in the Americas, Asia, Oceania and Africa where high ZIKV
transmission was reported ***4. Neurodevelopmental changes have greater chance of being remedied
with earlier referral to intervention. Healthcare providers should be alert to these potential clinical

manifestations that are only now being described.
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Figure 1: Flowchart of children born to mothers, included in the Pau da Lima cohort, and

pregnant during the epidemic of Zika virus in Salvador, Brazil, January 2015 to December

2016.
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Table 1: Baseline demographic and clinical characteristics of mothers in the Pregnancy
Cohort — Salvador, Brazil, January 2015 to December 2016

ZIKV ZIKV p-value
Characteristics exposed* unexposed’
(N=13) (N=33)
Median mother age, years (IQR) 25 (21-31) 25 (20 - 30)
Black ethnicity 7 (53-8%) 22 (66-7%) 0-63
None to middle school 5 (38-5%) 10 (30-3%) 0-84
Previous pregnancies
0 3(23-1%) 10 (30-3%) 0-79
1-3 6 (46-2%) 16 (48-5%) 0-87
> 4 4 (30-8%) 7 (21-2%)
Medical history
Arterial hypertension 0 (0-0%) 3(9-1%) 0-72
Arthrosis 0 (0-0%) 1 (3:0%) 0-99
ﬁgzs}l/lytransmitted infection 1 (7-7%) 1 (3-0%) 099
Health problems during the
pregnancy
Urinary infection 5 (38-5%) 9 (27-3%) 0-68
Vaginal fungus infection 2 (15-4%) 4 (12-1%) 0-99
TORCH infections 0 (0-0%) 0 (0-0%) NA
HIV infection 0 (0-0%) 0 (0-0%) NA
Symptoms during the pregnancy
Fever 4 (30-8%%) 6 (18-2%) 0-57
Rash 1 (7-7%) 3 (9-1%) 0-99
Conjunctival injection 0 (0-0%) 0 (0-0%) 1
Myalgia and arthralgia 1 (7-7%) 0 (0-0%) 0-99
Headache 3 (23-1%) 3 (9-1%) 0-42
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Median of prenatal care, ( IQR) 4(2-8) 6(4-8) 0-28

Median of prenatal ultrasonography

Full term

11 (84-6%)

33 (100-0%)

, (IQR) 32— 4) 32-4) 0-82
AT ooy oon
Nutritional supplement use
Ferrous sulphate 10 (76-9%) 28 (84-8%) 0-8
Folic acid 8 (61-5%) 24 (72-7%) 0-48
Others vitamins 2 (15-4%) 6 (18-2%) 0-99
Caesarean delivery 9 (69-2%) 24 (72-7%) 0-99
Birth characteristics
(IQs)estational age at birth, weeks 40 (39-40) 40 (39-40) 0.82
Preterm birth 1 (7-7%) 0 (0-0%) 0-26

Postterm birth 1 (7-7%) 0 (0-0%) 0-26
Mothers ZIKV BOB NS1 result

Positive 13 (100-0%) 26 (78-8%) NA
During pregnancy 13 (100-0%) 0 (0-0%) NA
Before pregnancy 0 (0-0%) 25 (75-8%) NA
After preghancy 0 (0-0%) 1 (3:0%) NA

Negative 0 (0-0%) 7 (21-2%) NA

* There were considerate ZIKV exposed mothers with seroconversion to ZIKV during
pregnancy T and unexposed: mothers who had not been infected during pregnancy (without

seroconversion or seroconversion before or after pregnancy)
TORCH, Toxoplasmosis, Rubella, Cytomegalovirus (CMV), Herpes infections and Others.
NA, not applicable

NS1 BOB, Non-structural protein 1 Blocked of binding
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Figure 2: Timeline of follow-up standardized by conception day and ZIKV serological status
from mothers. The continuous blue line represents estimated conception, calculated as the
difference between date of birth and the gestational age at birth. The dashed blue line
represents day of birth and the grey area between them represent the pregnancy period. Black
and red dots are BOB negative and positive samples, respectively. A) Mothers with evidence
of provable ZIKV infection during the pregnancy period, B) Mothers with evidence of ZIKV
infection before the pregnancy period, C) Mothers with evidence of ZIKV infection after the

pregnancy period and D) Mothers without evidence of ZIKV infection during the follow-up
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Table 2: Neurological examination, ophthalmological, auditory and neurodevelopmental

evaluation outcomes.

ZIKV ZIKV
Outcomes o exposed o unexposed ~ RR (ICVSIIS:?) or P-
(N=13) (N=33)
Neurological examination
Median HINE total score (IQR) 13 75(74-77) 33 76.0 (74-78) 0-77*
Total score >74 13 13(100%) 33 13 ((100%) NA
Ophthalmologic alteration 9 1(11-1%) 25 2 (8:0%) 1-38 (0-14 — 13-53)
Cataract 9 0(0:0%) 25 1 (4-0%)
Ptosis 9 1(11-1%) 25 0 (0-0%)
Synechiae 9 0(0:0%) 25 1 (4-0%)

Auditory evaluation
Abnormal auditory behavior test 13 5(38:5%) 31 2 (6-5%) 5-96 (1-32 - 26-89)
Abnormal OAE 6 0 (0-0%) 15 0 (0-0%) NA
Neurodevelopmental function

Bayley-111 screening evaluation

Risk 13 1(7-7%) 33 1(3-:0%)  2-56 (0-18 — 36-62)
Emergent 13 4(30-8%) 33 10(30-3%) 1-07 (0-41-2-76)
Competent 13 8(61-5%) 33 22 (66-7%) 1

Bayley-111 complete evaluation 13 4(30-8%) 33 7(21-2%) 1.45 (0-51-4-14)

<-1SD

Cognitive score <-1SD 13 4(30-8%) 33 2 (6-1%) 5-07 (1-05 — 24-44)
Language score <-1SD 13 1(7-7%) 33 4(12-1%) 0-63(0-07 — 5-16)
Motor score <-1SD 13 1(77%) 33  1(3-0%) 2.54(0-17 —37-63)

Infants classified as Risk and Emergent in Bayley screening were revaluated using a complete
protocol of Bayley. Infants classified as Competent in Bayley screening were considerate as having
>-1SD in the scores Cognitive, Language and Motor of the complete Bayley protocol.

* Mann Whitney test p value
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Bayley-111, Bayley Scales of Infant and Toddler Development, Third edition.
HINE, Hammersmith infant neurological examination

OEA, otoacoustic emissions test

NA, not applicable

SD, standard deviation

IQR, Interquartile ratio
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Figure 3: Anthropometric and neurodevelopment outcomes in children with and without evidence of ZIKV infection during pregnancy in
their mothers. A) Anthropometric measures at birth using Intergrowth parameters and B) Anthropometric measures during the follow up

using WHO parameters
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Supplemental table 1: Anthropometric evaluation outcomes in children with and without

evidence of ZIKV infection during pregnancy in their mothers.

Exposed Unexposed
Characteristics P value
(N=13) (N=33)
Birth evaluation
Median sore Z* (IQR)
Weight -0-7(-1-8-0-2) 0-6(-0-4-1-0) 0-12
Length -0-3(-0-9- 0-2) -0-1(-1-2-0-8) 0-48
Head circumference 0-2(0-1-0-6) 0:-7(-0-2-1-2) 0-35
Follow-up evaluation
'r\n"ggt'ﬁg (?g'F'gre” a0 18(14-22)  11(8-20)  0-19
Median score Z? (IQR)
Weight 0-1(-0-5-04) -0-2(-0-7-1-0) 0-95
Length -0-1(-0-8-0-4) -0-2(-1:6-0-6) 0-74
Head circumference 0-7(-0-02-1-3) 0-6(-0-3-1-6) 0-99

Intergrowth parameters
2Who parameters

IQR: Interquartile ratio
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Supplemental table 2: Neurodevelopmental of 16 children without optimal neurodevelopmental

screening result.

Bayley scales Exposed Unexposed
p value
(N=5) (N=11)

Median percentile scale score

(IQR)
Cognitive 9:0(9-9) 37(25-63) 0-019
Language 18-0(18-27) 27(13-42) 0-913
Motor 58-0 (27 —75) 50 (42-68) 0-743
Social — Emotional scale 25-0(16 -63) 9(5-63) 0-221
Adaptive behavior 42:0(30-47) 39(4-55 0-743

IQR: Interquartile ratio
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Supplemental Table 3 Cognitive development and auditory behavior of 13 children from ZIKV

exposure women during the pregnancy according symptoms during the pregnancy.

Symptomatic*

Asymptomatic

p value
n=4 n=9
'(\I/'gg;‘” HINE total score 74(74 - 75) 76(75-78) 011
Birth evaluation
Median score Z?(IQR)
Weight -0-86 (1-08 -0-71) -0-3(-0-9-0-1) 0-71
Length -1-.33(0:6-0-7) -1-5(-1-8-01) 0-71
Head circumference -0-04 (1-0-0-6) 0-2(0-1-0-4) 0-60
Follow-up evaluation
Median score Z* (IQR)
Weight -1.0 (0-1-0-3) 0-2 (-0-2-1-0) 0-26
Length -0-4(0-2-0-8) -0-1(-09-0-5) 082
Head circumference -0-3(0-8-0-4) 1.0 (0-:0-1-3) 0-41
Neurodevelopmental
function
Cognitive domain < 1SD 1(25-0) 3(33-3) 0-99
Language domain < 1SD 1(25-0) (0-0) 0-61
Motor domain < 1SD 1 (25-0) (0-0) 0-61
Auditory behavior test 1(250) 4 (44-4) 0.7

abnormal

! Symptomatic = fever, rash, myalgia or arthralgia.
%Intergrowth parameters
3Who parameters

IQR, Interquartile ratio.
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Supplemental figure 1. Bayley lll score of 16 children without optimal neurodevelopmental

screening result.
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7. CONCLUSOES

O proposito do presente estudo foi determinar as alteragdes no longo prazo e sua magnitude
nas criancas expostas intrauterinamente ao ZIKV. Determinou-se que existe maior incidéncia
de alteracdes cognitivas e alteracbes comportamentais relacionadas a atencéo, localizagéo e
orientacdo na avaliacdo auditiva nas criancas que nasceram de mées expostas ao ZIKV
durante a gravidez. Embora outras avaliagdes ndo mostraram associagdes significativas, as
maiores proporc¢des de desfechos negativos relacionados ao desenvolvimento de linguagem
e da motricidade foram nas criancas de mdes expostas ao ZIKV durante a gravidez.
Adicionalmente foi realizada a avalicdo do comportamento sécio-emocional e o
comportamento adaptativo, nas 16 criancas que nao passaram a triagem do
neurodesenvolvimento, ndo entanto, os resultados ndo apresentaram diferencias

significativas entre as criancas expostas 0 ndo expostas ao ZIKV durante a gravidez.

As alteracOes oftalmoldgicas foram variadas, mas nenhuma relacionada com o segmento
posterior do olho, tipica localizacdo lesbes pela infecdo congénita do ZIKV. Ndao obstante,
ptoses e a catarata congeénita, alteracdes descritas no presente estudo, ja foram relatadas na
literatura cientifica em criancas com SCZ, mas estas sdo poucos frequentes. Por Gltimo, na
avaliacdo clinica, ndo se encontrou alteracbes nem diferencia entre 0s grupos expostos e ndo

expostos na avaliacdo antropométrica, no exame neuroldgico e de otoemissdo acustica.

Durante o surto da Zika no Brasil houve uma alta soroprevalencia na cidade de Salvador. No
presente estudo e durante entre 2014 a 2016, das 46 mulheres gravidas e com filhos vivos,
39 (84,8%) foram expostas ao ZIKV, delas 13 (28,2%) apresentaram soroconversao durante
a gravidez. A incidéncia da infecdo pelo ZIKV foi alta e similar na populacao de outras areas

endémicas.

Quando foram comparadas as caracteristicas sociodemograficas, os antecedentes médicos,
obstétricos e as caracteristicas do parto ndo houve diferencia entre as mulheres que
soroconverteram durante a gravidez e as que ndo, considerando a idade gestacional,
gestascOes previas, ser primigesta ou presentar abortos prévios. Da mesma forma estes

antecedentes ndo mostraram relagdo com as alteracGes apresentadas nas criangas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Nossa coorte esta entre 0s poucos estudos que conseguiram realizar o seguimento das
criancas expostas ao ZIKV intrauterinamente. Adicionalmente, este estudo € provavelmente
0 Unico a acompanhar criancas nascidas de mulheres expostas a infeccdo sintomatica e
assintomatica por ZIKV. Enquanto limitados pelo tamanho amostral, estes achados sdo
relevantes no contexto do inesperado surto do ZIKV e suas sequelas nas criangas expostas a
infeccéo intrauterina. A microcefalia associada ao SCZ chamou a atengéo internacionalmente
pela gravidade dos sintomas REF. Entretanto, estudos caracterizando o espectro completo da
infecdo congénita do ZIKV tem sugerido que o impacto das manifestacdes leves associadas
a SCZ poderiam ter um impacto na salde, para a populacdo, igual ou maior que o da

microcefalia.

Estudos de coorte de base populacional como 0 nosso séo Uteis para avaliar o espectro da
infecdo congénita do ZIKV. Nosso trabalho aproveito um estudo prospectivo em andamento
sobre infecgé@o por Leptospira em Pau da Lima. Este estudo de coorte estava em andamento
desde 2003, muito antes da epidemia de ZIKV, incluindo 2000 participantes que participaram
de inquéritos soroldgicos semestrais. Este desenho nos permitiu identificar episddios de
provavel soroconversao por ZIKV durante a gravidez. Neste trabalho avaliamos os desfechos

de neurodesenvolvimento nas criancas de mées expostas ao Zika virus.

Os desfechos negativos apresentados neste trabalho, cognitivos e comportamentais, séo
consistentes com resultados de estudos com modelos in vitro, em modelo animal, e em
estudos epidemioldgicos recentes em mulheres com infeccdo sintomatica por ZIKV durante
a gravidez. Caracteristicas mais brandas do neurodensenvolvimento sdo dificeis de
diagnosticar durante os primeiros dias de vida, mas com o seguimento a longo prazo podem
ser mais perceptiveis. Sem embargo, enquanto mais precoce seja o diagndstico mais oportuna
pode ser a intervencdo para limitar ou minimizar sequelas relacionadas a infe¢cdo congénita
do ZIKV.
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Uma fortaleza de nosso trabalho foram as avaliagdes cegas com o emprego de instrumentos
recomendados para a avaliacdo do neurodesenvolvimento como é o Bayley I11, que permitiu
mostrar diferencias leves e moderadas entre 0s grupos expostos e ndo expostos. Também o
emprego do BoB NS1 uma técnica de diagnostico laboratorial nova para determinar a
exposicdo ao ZIKV e que é util para avaliagdes a longo prazo, em estudos de soroprevaléncia

e que diminui 0s erros por reacdo cruzada com o virus de Dengue e outros arbovirus.

Por Gltimo, é necessario que o sistema de salde esteja adapto e o pessoal de saude capacitado
para realizar avalicbes com maior cuidado nas criangas que nasceram durante o surto de
ZIKV. Estas avaliacdes devem ter uma maior énfase na avaliagdo neuroldgica e do
neurodesenvolvimento devido a que o ZIKV é um virus com neurotropismo, e com a
possibilidade de replicacdo ainda ap6s o nascimento. Na medida que sejam detectadas e
diagnosticadas as alteracbes podem ser geradas estratégias para reabilitacdo e estimulacéo
precoce, atividades necessarias para diminuir os efeitos das alteracGes na infancia que € o

periodo importante para o neurodesenvolvimento.
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